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Zusammenfassung 
Das Interesse an biotechnologisch hergestellter Bernsteinsäure als ein potenzielles 
intermediäres Ausgangsmaterial und als Alternative zu petrochemischen 
Produktionsprozessen in der Industrie steigt stetig. Für industrielle Zwecke wird Succinat 
derzeit noch hauptsächlich petrochemisch aus Maleinsäureanhydrid ausgehend von Butan 
gewonnen. Aufgrund ihrer Struktur als lineare, gesättigte Dicarbonsäure hat Bernsteinsäure 
allerdings das Potenzial als sogenannte Building-Block-Chemikalie zu fungieren und das 
als Ausgangssubstanz für viele Prozesse dienende Maleinsäureanhydrid zu verdrängen. 
Wichtige Vorstufen für die chemische Synthese, Polyesterproduktion und andere Prozesse 
können aus Succinat gewonnen werden, eine preiswerte und zu Maleinsäureanhydrid 
günstigere Bereitstellung von Succinat vorausgesetzt.  
Aufgrund der zahlreichen Anwendungsmöglichkeiten und der mit der petrochemischen 
Herstellung verbundenen Nachteile, wie z. B. hohe Kosten und der Einsatz 
umweltschädlicher Substanzen, ist die Forschung an succinatproduzierenden Organismen 
durch den voraussichtlichen ökologischen Nutzen und der besseren Kosteneffizienz einer 
biobasierten Succinatproduktion motiviert. Bernsteinsäure wird natürlicherweise durch 
viele Mikroorganismen, Pflanzen und Tiere als Intermediat im zentralen Stoffwechsel oder 
als Stoffwechselendprodukt gebildet. Die Mehrheit der natürlichen und optimierten 
Produzenten stellen Bakterienstämme dar, die Succinat unter anaeroben Bedingungen 
akkumulieren.  
In den letzten Jahren rückten auch Hefen immer stärker in den Fokus der Untersuchungen 
zur Entwicklung von biotechnologischen Verfahren zur Succinatproduktion. Neben der 
konventionellen Hefe Saccharomyces cerevisiae, mit der bisher trotz gentechnischer 
Veränderungen nur maximal 6,3 g Succinat je Liter produziert werden konnte, ist 
besonders die als Säureproduzent bekannte Hefe Yarrowia lipolytica von Bedeutung. 
Yarrowia lipolytica ist einzigartig in ihrer Fähigkeit zur Produktion und Sekretion von 
großen Mengen verschiedener organischer Säuren, wie Citrat, Isocitrat, α-Ketoglutarat und 
Pyruvat. Aufgrund dieser hohen Sekretionskapazität für Metabolite und Proteine und einer 
effizienten Verwertung eines breiten Substratspektrums, aber auch wegen ihrer 
Apathogenität und der guten molekularbiologischen und verfahrenstechnischen 
Handhabbarkeit ist diese Hefe schon seit einigen Jahren von hohem industriellen Interesse.  
 
 
Neben den bereits genannten organischen Säuren ist Yarrowia lipolytica unter geeigneten 
Bedingungen auch zur Produktion und Sekretion von Succinat fähig. In der vorliegenden 
Arbeit sollte das Potenzial dieser Hefe als Succinatproduzent untersucht werden. Der 
Fokus der Untersuchungen lag dabei vor allem auf dem succinat-metabolisierenden Enzym 
Succinatdehydrogenase, das im Tricarbonsäurezyklus die Oxidation von Succinat zu 
Fumarat katalysiert. Zu Beginn der Arbeiten wurden die Auswirkungen einer Reduktion 
der Aktivität der Succinatdehydrogenase durch das Antibiotikum Carboxin untersucht. 
Carboxin bewirkt in verschiedenen Organismen eine Hemmung der 
Succinatdehydrogenase. Dabei bindet Carboxin wahrscheinlich an die Ubichinon-
Bindestelle der Succinatdehydrogenase und verhindert so eine Reduktion von Ubichinon. 
Die Wirkung von Carboxin auf die Succinatdehydrogenase und die Succinatproduktion der 
Hefe Yarrowia lipolytica wurde bisher allerdings nicht untersucht. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde jedoch nachgewiesen, dass Carboxin nicht nur auf das Wachstum des 
Wildtypstamms Yarrowia lipolytica H222, sondern auch auf die spezifische Aktivität der 
Succinatdehydrogenase hemmend wirkte. Es wurde außerdem gezeigt, dass eine Reduktion 
der Succinatdehydrogenaseaktivität zu einer deutlichen Steigerung der maximalen 
Succinatmengen und der Produktbildungsraten führte. So wurden mit 150 µg L-1 Carboxin 
maximale Succinatmengen von 31,6 ± 5,4 g L-1 mit durchschnittlichen Produktivitäten von 
65,5 ± 7,6 mg L-1 h-1 und 4,3 ± 1,7 µg OD-1 h-1 im Vergleich zur Kultivierung ohne 
Carboxin mit 2,0 ± 0,7 g L-1, 4,3 ± 0,9 mg L-1 h-1 und 0,2 ± 0,1 µg OD-1 h-1 nachgewiesen.  
Um auf das für großtechnische Verfahren ungeeignete Antibiotikum Carboxin zu 
verzichten, sollte die Aktivität der Succinatdehydrogenase anschließend durch gezielte 
gentechnische Veränderungen reduziert werden. Um dies zu erreichen, wurde das Gen 
SDH2, das für die Eisen-Schwefel-Untereinheit der Succinatdehydrogenase kodiert, unter 
die Kontrolle ausgewählter Promotoren (des Isocitratlyasegens ICL1 oder des 3-Oxo-Acyl-
Thiolasegens POT1) gesetzt, die unter bestimmten Bedingungen, z. B. bei Einsatz von 
Glycerol als Kohlenstoffquelle nur schwach expremiert werden. Die spezifische Aktivität 
der Succinatdehydrogenase konnte dadurch um 40 (pICL1-SDH2) bzw. 64 % (pPOT1-
SDH2) herabgesetzt werden. Die so konstruierten Yarrowia lipolytica Stämme H222-AZ1 
(pICL1-SDH2) und H222-AZ2 (pPOT1-SDH2) produzierten maximal 15,3 ± 0,5 g L-1 
bzw. 30,0 ± 3,7 g L-1 Succinat. Die Untersuchungen mit Carboxin und gentechnisch 
bedingter verringerter Expression zeigten, dass es offenbar einen Zusammenhang zwischen 
Reduktion der Aktivität der Succinatdehydrogenase und Steigerung der 
Succinatproduktion gibt. Weiterhin waren die Produktbildungsraten bei beiden Stämmen 
 
im Vergleich zum Wildtyp signifikant erhöht. Eine Reduktion der Aktivität der 
Succinatdehydrogenase – sei es durch Carboxin oder Promotoraustausch – bewirkte 
außerdem eine Reduktion der Malat- und Fumaratbildung und eine Erhöhung der 
detektierbaren α-Ketoglutaratgehalte. Auf Basis dieser Ergebnisse wurde geschlussfolgert, 
dass die Succinatdehydrogenase das Schlüsselenzym zur Beeinflussung der 
Succinatproduktion zu sein scheint. Diese Schlussfolgerung wurde außerdem durch die 
Arbeiten von Yuzbashev et al. (2010) unterstützt. 
Parallel zu diesen Arbeiten wurden außerdem die Effekte der Überexpression der α-
Ketoglutaratdehydrogenase, der Isocitratlyase und der Pyruvatcarboxylase untersucht. 
Trotz einer signifikanten Steigerung der spezifischen Aktivitäten hatten weder eine 
Überexpression der α-Ketoglutaratdehydrogenase noch der Isocitratlyase eine Steigerung 
der Succinatproduktion zur Folge. Nur die erhöhte Kopienzahl des Pyruvatcarboxylase 
kodierenden Gens und eine damit einhergehende Steigerung der Aktivität resultierte in 
einer geringen Erhöhung der gebildeten Succinatgehalte im Vergleich zum Wildtyp. Bei 
gleichzeitiger Reduktion der Succinatdehydrogenaseaktivität durch Carboxin wurde diese 
Tendenz eindeutig bestätigt. Aufgrund dieses Befunds wurde ausgehend von H222-AZ2 
ein Stamm konstruiert, in dem zusätzlich zum Austausch des SDH2-Promotors mehrere 
Kopien des Pyruvatcarboxylase-kodierenden Gens PYC1 eingeführt wurden. Die 
Überexpression von PYC1 resultierte nicht nur in einer gesteigerten Aktivität der 
Pyruvatcarboxylase, sondern auch in einer weiteren Steigerung der Succinatproduktion im 
Vergleich zu H222-AZ2. So wurden maximale Succinatmengen von 43,9 ± 7,9 g L-1 mit 
durchschnittlichen Produktivitäten von 129,4 ± 13,0 mg L-1 h-1 und 8,2 ± 1,5 µg OD-1 h-1 
nachgewiesen. Im Vergleich zum Wildtyp entspricht dies einer Steigerung der 
detektierbaren Succinatmengen um das 34fache.  
Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse verdeutlichen das große Potenzial der 
Hefe Yarrowia lipolytica für die biotechnologische Herstellung von Succinat. Es wurde 
gezeigt, dass eine Reduktion der Succinatdehydrogenaseaktivität allein oder kombiniert 
mit der gesteigerten Pyruvatcarboxylaseaktivität zu einer drastischen Steigerung der 
Succinatproduktion sowie zu einer Reduktion der Nebenprodukte Fumarat und Malat 
führte. Es wird davon ausgegangen, dass eine weitere Steigerung durch eine Optimierung 
der Kultivierungsbedingungen bzw. durch zusätzliche gentechnische Veränderungen 
möglich ist. So sollte durch nachfolgende gentechnische Veränderungen, z. B. eine erhöhte 
Expression der Gene der am Glyoxylatzyklus beteiligten Enzyme Malatsynthase und 
Isocitratlyase, vor allem die weitere Reduktion der Nebenprodukte, besonders eine 
 
 
Reduktion der α-Ketoglutaratgehalte angestrebt werden. Des Weiteren sollten auch die 
Transportprozesse der organischen Säuren, insbesondere durch die Membranen, untersucht 
und gegebenenfalls zugunsten der Succinatproduktion manipuliert werden. 
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1 Einleitung 
1.1 Bernsteinsäure und ihre industrielle Bedeutung 
Bernsteinsäure, auch bekannt als Succinylsäure oder Butandisäure, wurde erstmals 1546 
durch Georgius Agricola purifiziert. Bernsteinsäure ist eine aliphatische, gesättigte C4-
Dicarbonsäure mit der Summenformal C4H6O6 und wird natürlicherweise durch viele 
Mikroorganismen, pflanzliche und tierische Zellen als Intermediat im zentralen 
Stoffwechsel oder als Fermentationsendprodukt gebildet. Das Anion der Bernsteinsäure ist 
Succinat (Zeikus et al. 1999; Patel et al. 2006; Song und Lee 2006). Für industrielle 
Zwecke wird Bernsteinsäure aktuell hauptsächlich durch katalytische Hydrogenierung von 
Maleinsäure oder Maleinsäureanhydrid, die petrochemisch aus Butan gewonnen wird, 
hergestellt (Patel et al. 2006). Aufgrund der abnehmenden Ressourcen, steigenden Preise 
und den Bedenken gegenüber den Auswirkungen der ölbasierten industriellen Prozesse auf 
die Umwelt nimmt die biobasierte Produktion von Chemikalien, inklusive Bernsteinsäure 
bzw. Succinat, an Bedeutung zu.    
1.1.1 Bedeutung von Bernsteinsäure in der industriellen Anwendung 
Die Anwendungsgebiete von Succinat sind breit gefächert. Bisher gibt es vor allem vier 
Hauptanwendungsgebiete, wobei die Verwendung als Tensid, Detergens bzw. Schäumer 
und Streckmittel den größten Anteil hat. Succinat wird außerdem als Ionenchelator zur 
Vermeidung von Korrosion von Metallen eingesetzt. In der Lebensmittelindustrie findet 
Succinat Anwendung als Säuerungsmittel, Aromastoff und antimikrobielle Substanz. Auch 
in der Produktion von pharmazeutischen Produkten, Antibiotika, Aminosäuren und 
Vitaminen spielt Succinat eine Rolle (Zeikus et al. 1999). Fermentativ gewonnenes 
Succinat hat das Potenzial, sich zu einer Massenchemikalie als Basis für die Bereitstellung 
von vielen wichtigen Intermediaten, Polymeren und Spezialchemikalien zu entwickeln. 
Diese Entwicklung könnte zur Verdrängung von Massenchemikalien basierend auf Benzen 
und von petrochemisch hergestellten Zwischenprodukten und dadurch zu einer Reduktion 
der ökologisch bedenklichen Prozesse führen (Zeikus et al. 1999). In Abbildung 1.1 ist 
eine Übersicht über mögliche Produkte ausgehend von Succinat dargestellt. Aufgrund ihrer 
Struktur als lineare, gesättigte Dicarbonsäure hat Succinat das Potenzial als sogenannte 
Building-Block-Chemikalie zu fungieren. Wichtige Vorstufen für die chemische Synthese, 
wie Tetrahydrofuran (THF), γ-Butyrolacton (GBL), 1,4-Diaminobutan, 1,4-Butandiol 
(BDO) und viele andere Substanzen, die derzeit noch petrochemisch hergestellt werden, 
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könnten aus biotechnologisch hergestelltem Succinat gebildet werden (Zeikus et al. 1999; 
Sauer et al. 2008).  
 
 
 
Abbildung 1.1: Übersicht über die aus Bernsteinsäure gebildeten Chemikalien und Produkte (Abbildung 
nach Zeikus et al. (1999) und McKinlay et al. (2007b)). 
 
Succinat kann außerdem als Building-Block für Polyester, z. B. Polybutylensuccinat 
(PBS), oder Polyamide dienen. Weiterhin könnten Succinatderivate als Kühlflüssigkeiten 
oder Enteiserkomponenten, als Kraftstoffadditive oder Lösungsmittel (Succinatester) 
verwendet werden (Patel et al. 2006). Eine Liste der Bildungswege und 
Verwendungszwecke von verschiedenen Succinatderivaten ist in Tabelle 1.1 
zusammengestellt. Succinat kann ebenfalls in Kombination mit Adipinsäure, BDO und 
Ethylenglycol für die Produktion von biologisch abbaubarer Plastik eingesetzt werden 
(McKinlay et al. 2007b; Sauer et al. 2008). Natriumsuccinat ist ein Geschmacksverstärker, 
der als Ersatz für Mononatriumglutamat dienen kann. Diethylsuccinat, das durch 
Veresterung von Bernsteinsäure mit Alkoholen entsteht, ist ein wirkungsvolles 
Lösungsmittel zur Reinigung von Oberflächen und Farbentferner (Zeikus et al. 1999; Patel 
et al. 2006; McKinlay et al. 2007b). Das Feld der Anwendungsmöglichkeiten für 
Bernsteinsäure in der Spezialchemikalien- und Materialindustrie ist stetig im Wachstum. 
Succinat
2-Pyrrolidon
Succinimid
Dimethyl/Diethyl-
succinat
Maleinsäure-
anhydrid
HydroxysuccimidMaleinsäure Itaconsäure
Asparaginsäure
Fumarsäure
γ-Butyrolacton 4-Aminobutter-säureTetrahydrofuran
1,4-Butandiol
4,4-Ester
Polyester
Lösungsmittel
Adipinsäure
Additive und Spezialchemikalien
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Weitere mögliche Anwendungen wären z. B. eine Succinylierung von Lysinresten zur 
Verbesserung der physikalischen und funktionalen Eigenschaften von Sojaproteinen in 
Nahrungsmitteln, die Succinylierung von Zellulose zur Verbesserung des 
Wasserabsorptionsvermögens oder die Bildung von Succinimiden zum Gebrauch als 
Brennstoffbestandteil oder in der Wasseraufbereitung (Zeikus et al. 1999). Dennoch war 
der Markt für Succinat mit geschätzten 16.000 Tonnen pro Jahr bisher relativ klein 
verglichen mit dem der konkurrierenden Chemikalie Maleinsäureanhydrid (ca. 
200.000 t/Jahr) (Zeikus et al. 1999; McKinlay et al. 2007b; Sauer et al. 2008). Das lag zum 
großen Teil an den hohen Kosten für die chemische Umwandlung von 
Maleinsäureanhydrid zu Succinat. Der zukünftige Bedarf an Bernsteinsäure ist demnach 
preisabhängig. Das Ziel von biotechnologischen Prozessen muss daher eine 
kostengeringere Produktion von Succinat sein, damit Succinat mit Maleinsäureanhydrid 
konkurrieren, die petrochemischen Produktionsprozesse ersetzen und als Building-Block-
Chemikalie zum Einsatz kommen kann.  
 
Tabelle 1.1: Bildung und Anwendungen ausgewählter Bernsteinsäurederivate (zusammengestellt aus Zeikus 
et al. (1999), Patel et al. (2006) und McKinlay et al. (2007b)).  
 
Derivat Bildungsweg  Anwendung 
1,4-Butandiol  
(BDO) 
Katalytische Reduktion von 
Bernsteinsäure zu 1,4-Butandiol 
Industrielles Lösungsmittel, 
Ausgangsmaterial für Polybutylen-
Terephthalat-Harze für Fahrzeug und 
Elektroteile, 
Polybutylensuccinatsynthese (Polyester), 
Tetrahydrofuransynthese 
Tetrahydrofuran  
(THF) 
Katalytische Reduktion von 
Bernsteinsäure zu 1,4-Butandiol, 
gefolgt von einer Kristallisation von 
BDO zu THF 
Lösungsmittel, 
Herstellung von thermoplastischen 
Polyurethanen, elastischen Fasern, 
Elastomeren und Copolyestern oder 
Copolyamiden  
γ-Butyrolacton  
(GBL) 
Katalytische Reduktion von 
Bernsteinsäure zu 1,4-Butandiol, 
gefolgt von einer endothermen 
Dehydrogenierung von BDO in der 
Gasphase in Anwesenheit von Cu-Zn-
Al-Katalysatoren 
Herstellung von Pyrrolidonderivaten, 
Lösungsmittel für Polymere and 
Agrochemikalien, 
 
Pyrrolidone,  
z. B.  
N-Methyl-2-pyrrolidon 
(NMP)  
a) selektive reduktive Aminierung von  
Succinaten 
b) reduktive Aminierung von 
Succinylsäureanhydrid 
c) reduktive Aminierung von BDO  
Verdrängung von Methylenchlorid als 
Lösungsmittel 
Adipinsäure Carbonylierung von BDO zu 
Adipinsäure 
Herstellung von Nylon 6/6 
Succinatsalze Bildung von Succinaten während 
Fermentationsprozessen 
Kühlungsmittel (Alternative zu Glykolen), 
Enteiserkomponenten, 
Additive für Futtermittel (Wiederkäuer, 
Schweine) 
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Laut Hermann und Patel (2007) sind die Produktionskosten für biobasiertes Succinat heute 
schon wirtschaftlich konkurrenzfähig mit den Kosten der petrochemischen Produktion. 
Abhängig von den Kosten für die Ausgangsmaterialien und den Ölpreisen wird auch für 
die zukünftige biotechnologische Herstellung von Bernsteinsäure mittels Fermentation eine 
ökonomische Rentabilität vorausgesagt. Aufgrund der steigenden Ölpreise, aber dem 
anhaltenden Bedarf an Maleinsäureanhydrid rückt die fermentative Produktion von 
Bernsteinsäure und die Entwicklung entsprechender Prozesse immer stärker in den Fokus 
der produzierenden Industrie (McKinlay et al. 2007b). Bereits im September 2009 gaben 
die Firmen BASF SE und CSM eine Kooperation ihrer Tochterunternehmen BASF Future 
Business GmbH und PURAC bei der Produktion von Bernsteinsäure bekannt. Dabei 
sollten die durch beide Firmen entwickelten Verfahren zur industriellen Fermentation und 
Herstellung von biobasierter Bernsteinsäure eine Produktion im großtechnischen Maßstab 
ermöglichen (Pressemitteilung der BASF vom 30.09.2009). Weiterhin wird derzeit in 
einem BMBF-geförderten Industriekonsortium mit der BASF SE an Produktionsstämmen, 
insbesondere Basfia (B.) succiniciproducens, und Bioprozessen gearbeitet (Information auf 
der Webseite des Instituts für Bioverfahrenstechnik der TU Braunschweig). Aus diesen 
Arbeiten ist bereits eine Patentanmeldung hervorgegangen (Scholten et al. 2010). Anfang 
Mai 2011 gaben die Firmen Royal DSM und Roquette Frères bekannt, dass eine 
kommerzielle Anlage für die hefebasierte Produktion von Bernsteinsäure bis Ende 2012 
gebaut und in Betrieb genommen werden soll (Pressemitteilung der Firmen Roquette und 
DSM vom 09.05.2011). Die Firma DSM hat ebenfalls bereits ein Patent zur Produktion 
von Dicarbonsäure in Eukaryonten angemeldet (Verwaal et al. 2009). Das starke Interesse 
an der Entwicklung von biobasierten Fermentationsprozessen für Succinat spiegelt sich in 
der Fülle an Patentanmeldungen in der jüngeren Vergangenheit wieder, die teilweise durch 
industrielle Firmen unterstützt wurden.  
In den beiden folgenden Tabellen (Tab. 1.2 und 1.3) sind die Patentanmeldungen der 
letzten fünf Jahre zur fermentativen Produktion von Bernsteinsäure mittels Bakterien- oder 
Eukaryontenstämmen aufgelistet. Besonders das gram-negative Bakterium Escherichia 
(E.) coli wurde hinsichtlich der Succinatproduktion intensiv bearbeitet (Tab. 1.2). Die 
hohe Anzahl der Patentanmeldungen zur Succinatproduktion mit E. coli oder aus dem 
Pansen von Wiederkäuern isolierte Bakterienspezies, wie z. B. Mannheimia spec., 
Actinobacillus succinogenes, Basfia succiniciproducens, zeugt von einem bevorzugten 
Interesse der Industrie an bakteriellen Succinatproduzenten. Dennoch wurden in den 
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letzten Jahren auch eukaryonte Mikroorganismen (Pilze und Hefen) zur Produktion von 
Succinat in Betracht gezogen (Tab. 1.3).  
 
Tabelle 1.2: Übersicht über die Patentanmeldungen zur Produktion von Bernsteinsäure mit Hilfe von 
Bakterienstämmen der letzten 5 Jahre. Werden mehrere Patentnummern angegeben, so wurde diese 
Patentschrift ebenfalls unter diesen Nummern veröffentlicht. Anmelder (Institute bzw. Firmen) sind kursiv 
markiert. E. coli – Escherichia coli 
 
Titel Erfinder/Anmelder Patentnummer 
Veröffent-
lichungs-
datum 
Organismus 
Organic acid production in 
microoganisms by combined 
reductive and oxidative tricarboxylic 
acid cycle pathways 
Dole, S. und 
Yocum, R.R. 
Myriant 
Technologies LLC 
WO2011063157 26.05.2011 E. coli 
New rumen bacteria mutant cell line 
and method for producing succinic 
acid employing the same 
Lee,S.Y. und 
Lee, S.L. 
Korea Advanced 
Inst Sci&Tech 
JP2010263911 
US2007054387 
US7470530 
RU2376369 
NZ547305 
JP2007512015 
25.11.2010 Mannheimia sp.  
Fermenation production method of 
succinic acid with whey 
Xiaojiang, F. 
et al. 
University Nanjing 
CN101857888 13.10.2010 Actinobacillus 
succinogenes 
Engineering the pathway for 
succinate production 
Zhang, X. 
et al. 
University of 
Florida 
 
WO2010115067 07.10.2010 Mannheimia 
succinciiproducens 
und 
Actinobacillus 
succinogenes 
Bacterial cells having a glyoxylate 
shunt for the manufacture of 
succinic acid 
Scholten, E. 
et al. 
BASF SE 
US2010159543 
EP2202294 
24.06.2010 Basfia 
succiniciproducens 
Use of novel PEPC to produce 
succinate 
San, K-Y. et al. 
Rice University 
WO2008030995 13.03.2008 E. coli 
Recombinant plasmid and genetic 
engineering bacteria for producing 
succinic acid, production method 
and use thereof 
Jianmin, X. 
et al. 
Inst Process Eng 
Cas 
CN101381740 11.03.2009 E. coli 
Aerobic succinate production in 
bacteria 
San, K-Y. 
et al. 
Rice University 
US2007249028 25.10.2007 E. coli 
Mutant E. coli strain with increased 
succinic acid production 
San, K-Y. 
et al. 
Rice University 
US2007184539 
WO2006031424 
 
09.08.2007 E. coli 
High succinate producing bacteria San, K-Y. 
et al. 
Rice University 
KR2007065870 
WO2006034156 
US2006073577 
JP2008513023 
EP1789569 
25.06.2007 E. coli 
Novel rumen bacteria variants and 
method for preparing succinic acid 
using the same 
Lee, S.Y. und 
Lee, S.J. 
Korea Advanced 
Inst Sci & Tech 
KR20060070525 23.06.2006 Mannheimia 
Bacteria variant and method for 
preparing succinate and amino acids 
Lee, S.Y. 
et al. 
Korea Advanced 
Inst Sci & Tech 
KR20060011345 23.02.2006 E. coli 
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Tabelle 1.3: Übersicht über die Patentanmeldungen zur Produktion von Bernsteinsäure mit Hefen und Pilzen 
der letzten 5 Jahre. Werden mehrere Patentnummern angegeben, so wurde diese Patentschrift ebenfalls unter 
diesen Nummern veröffentlicht. Anmelder (Institute bzw. Firmen) sind kursiv markiert. S. cerevisiae – 
Saccharomyces cerevisiae 
 
Titel Erfinder/Anmelder Patentnummer 
Veröffent-
lichungs-
datum 
Beanspruchte 
Organismen 
Microorganism for the production of 
succinic acid 
 
Lang, C. 
Veen, M. 
Boettner, M. 
Raab, A. 
Organobalance 
GmbH 
US2011129885 
DE102007019184 
KR20100017188 
EP2150619 
WO2008128522 
02.06.2011 S. cerevisiae 
und andere 
Hefen 
Process for the production of 
dicarboxylic acid 
 
Verwaal, R. 
Wu, L. 
Damveld, R.A. 
Sagt, C.M.J. 
DSM IP ASSETS 
BV 
US2011104771 
WO2009101180 
EP2247738 
CN102016053 
CA2714088 
05.05.2011 S. cerevisiae 
Aspergillus niger 
und andere 
Hefen 
Dicarboxylic acid production in 
eukaryotes 
 
Verwaal, R. 
Wu, L. 
Damveld, R.A. 
Sagt, C.M.J. 
DSM IP ASSETS 
BV 
US2011081694 
WO2009065778 
JP2011502524 
WO2009065780 
EP2220233 
EP2220232 
07.04.2011 S. cerevisiae 
Aspergillus niger 
A method for producing succinic acid 
using a yeast belonging to the genus 
Yarrowia 
 
Sineoky, S.P. 
Yuzbashev, T.V 
Yuzbasheva, E.Y. 
Sobolevskaya, T.I. 
Laptev, I.A. 
Vibornaya, T.V. 
Ajinomoto KK 
WO2010087503 
RU2009103058 
05.08.2010 Yarrowia 
lipolytica 
Microorganism for the production of 
succinic acid 
 
Lang, C. 
Raab, A. 
Organobalance 
GmbH 
WO2010043197 
DE102008051727 
22.04.2010 S. cerevisiae 
und andere 
Hefen 
 
1.1.2 Biotechnologische Herstellung von Succinat 
Die Nachteile der petrochemischen Herstellung von Bernsteinsäure liegen auf der Hand. 
Der Gebrauch von Schwermetall-Katalysatoren, organischen Lösungsmitteln, hohen 
Temperaturen und hohen Drücken ist nicht nur kostenintensiv, sondern auch ökologisch 
fragwürdig (Raab et al. 2010). Aufgrund der Verwendung von erneuerbaren Ressourcen 
als Ausgangssubstanzen und der CO2-Fixierung im Stoffwechsel der Succinatproduzenten 
könnte eine biotechnologische Succinatproduktion in einer Verdrängung von 
petrochemisch hergestellten Substanzen bzw. petrochemischen Prozessen und dadurch in 
der Schonung der nicht-erneuerbaren Ressourcen und einer reduzierten 
Umweltverschmutzung resultieren (Zeikus et al. 1999; Song und Lee 2006; Sauer et al. 
2008).  
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1.2 Bakterielle Succinatproduzenten 
Bernsteinsäure ist ein weit verbreitetes Intermediat im Metabolismus von diversen 
anaeroben und fakultativ anaeroben Mikroorganismen. Viele dieser 
succinatproduzierenden Bakterien wurden aus verschiedenartigsten Umgebungen, wie 
z. B. Reisfeldern, Viehmist, dem Maul eines Hundes, Schiffsbohrwürmern, Pansen und 
Magen-Darmtrakt, isoliert (Song und Lee 2006). Vor allem die aus dem Pansen von 
Wiederkäuern isolierten Bakterien, besonders Mannheimia (M.) succiniciproducens, 
Actinobacillus (A.) succinogenes und Basfia (B.) succiniciproducens produzieren Succinat 
als Hauptfermentationsprodukt und sind damit geeignete Kandidaten für eine 
biotechnologische Produktion von Succinat (Song und Lee 2006; Scholten et al. 2009). 
Aber auch andere Bakterien bilden Succinat. Dazu gehören bspw. Spezies der Gattung 
Propionibacterium, typische Bakterien des Gastrointestinaltraktes, wie E. coli, Pectinatus 
spec., Bacteroides spec., und auch andere Pansenbakterien, wie z. B. Ruminococcus 
flavefaciens, Fibrobacter succinogenes, Bacteroides amylophilus, Prevotella ruminicola, 
Succinimonas amylolytica, Succinivibrio dextrinisolvens, Wollinella succinogenes und 
Cytophaga succinicans. Das succinatproduzierende Bakterium Anaerobiospirillum (A.) 
succiniciproducens wurde z. B. aus dem Maul eines Beagles isoliert (Zeikus et al. 1999; 
Shanmugam und Ingram 2008). Während Bakterien wie A. succinogenes, A. 
succiniciproducens und M. succiniciproducens von Natur aus gute Succinatproduzenten 
sind, produziert E. coli nur geringe Mengen an Succinat. Weil E. coli aber zu den best-
untersuchtesten Bakterien gehört und umfangreich genetisch bearbeitbar ist, wurde auch in 
diesem Bakterien die Succinatproduktion untersucht und durch gentechnische 
Veränderungen optimiert (McKinlay et al. 2007b). Im Folgenden soll auf einige Vertreter 
der succinatbildenden Bakterien näher eingegangen werden, die natürlicherweise oder 
durch gentechnische Veränderungen viel Succinat produzieren.   
 
1.2.1  Das Darmbakterium Escherichia coli 
Aufgrund der geringen Kultivierungskosten und dem detaillierten Wissen des genetischen 
Hintergrunds und der Physiologie wurde E. coli bereits für die Produktion von 
biopharmazeutischen Produkten, Enzymen und Chemikalien umfangreich genutzt (Wang 
et al. 2009). E. coli ist ein gram-negatives, fakultativ anaerobes Bakterium und produziert 
Succinat als Produkt der Gemischtsäuregärung (Abb. 1.2). Wildtypstämme von E. coli 
verstoffwechseln Glucose unter anaeroben Bedingungen zu Ethanol, Formiat, Acetat und 
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Lactat zusammen mit geringen Mengen an Succinat (Song und Lee 2006; Sauer et al. 
2008; Wang et al. 2009).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.2: Vereinfachte Darstellung der metabolischen Vorgänge der Gemischtsäuregärung in E. coli 
(Sanchez et al. 2006; McKinlay et al. 2007b). Die Endprodukte sind Ethanol, Acetat, CO2, H2, Lactat und 
Succinat in geringen Mengen. PEP – Phosphoenolpyruvat, ACDH – Acetaldehyddehydrogenase, ADH – 
Alkoholdehydrogenase, ACK –Acetatkinase, FHL – Formiathydrogenlyase, Fum – Fumarase, Frd – 
Fumaratreduktase, LDH – Lactatdehydrogenase, MDH – Malatdehydrogenase, PEPC – PEP-Carboxylase, 
PFL – Pyruvat-Formiat-Lyase, PTA – Phosphotransacetylase, PTS – PEP-Glucose-
Phosphotransferasesystem, PyrK – Pyruvatkinase.  
 
Diese geringen Succinatmengen und das große Spektrum von Nebenprodukten waren eher 
nachteilig für eine Anwendung von E. coli als industrieller Succinatproduzent. Daher 
wurden weitreichende gentechnische Veränderungen zur Steigerung der Succinatbildung 
durchgeführt. Die Strategien für dieses sogenannte metabolic Engineering verfolgten im 
Wesentlichen drei Hauptziele: Amplifikation der Enzyme, die zur Succinatbildung 
betragen, Inaktivierung von Enzymen aus den zur Succinatbildung konkurrierenden 
Stoffwechselwegen und Einführung von heterologen Enzymen, die ebenfalls Reaktionen 
zum Succinat hin katalysieren (Song und Lee 2006). Umfassende chronologische 
Beschreibungen der verschiedensten gentechnischen Veränderungen sind in einem Review 
über die bakterielle Fermentation zur Produktion von Succinat von Song und Lee (2006) 
und in einem Minireview von McKinlay et al. (2007b) zu finden. Zu Beginn der 
Untersuchungen wurde vor allem die Umleitung des Kohlenstoffflusses von Pyruvat und 
Glucose
Glycerinaldehyd-3-
Phophat
PEP
Pyruvat
Lactat
Formiat Acetyl-CoA
Ethanol Acetat
Oxalacetat
Malat
Fumarat
Succinat
CO2 H2
CO2
PEP
Pyruvat
PTS
PEPC PyrK LDH
PFL
ACDH
ADH
PTA
Frd
Fum
MDH
ACK
FHL
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PEP in Richtung Succinat angestrebt. Millard et al. (1996) erreichten eine 3,75fache 
Steigerung der Succinatproduktion durch Überproduktion der zelleigenen PEP-
Carboxylase (PEPC). Auch die Überproduktion der PEPC aus Sorghum (S.) vulgare 
resultierte in einer gesteigerten Succinatbildung (Lin et al. 2004). Eine Überexpression des 
PEP-Carboxykinase (PEPCK) kodierenden Gens führte nur dann zu einer Steigerung der 
gebildeten Succinatmengen, wenn NaHCO3 statt MgCO3 eingesetzt wurde (Millard et al. 
1996; Kwon et al. 2006). Da E. coli keine Pyruvatcarboxylaseaktivität (PYC) besitzt, 
wurden die entsprechenden PYC-Gene aus Lactococcus (L.) lactis (Lin et al. 2005e) bzw. 
Rhizobium etli (Gokarn et al. 2001) in E. coli überexprimiert, wodurch die 
Succinatproduktion erhöht wurde. Lin et al. (2004) bewiesen darüber hinaus, dass eine 
simultane Überexpression von PYC bzw. PEPC mit der Pantothenatkinase aus E. coli, die 
Acetyl-CoA liefert (Vadali et al. 2004), zu einer weiteren Steigerung der Succinatbildung 
führte. Auch eine simultane Überexpression der Gene für die PEPC aus S. vulgare und für 
die PYC aus L. lactis in E. coli führte zu einer Steigerung der Succinatproduktion bei 
gleichzeitiger Reduktion der Lactatbildung (Lin et al. 2005e). Das große Problem der 
Nebenproduktbildung bestand weiterhin. Daher wurden Stämme konstruiert, in denen die 
Gene der Pyruvat-Formiat-Lyase (pfl) und Lactatdehydrogenase (ldh) inaktiviert wurden 
(Stols und Donnelly 1997; Hong und Lee 2001; Zhang et al. 2009b). Später wurde eine 
Mutante ausgehend von diesem Stamm mit einer Mutation in einem Gen des Glucose-
spezifischen Phosphotransferasesystems (ptsG) gefunden, in der die Succinatproduktion 
nochmals deutlich gesteigert war (Chatterjee et al. 2001). Durch eine zusätzliche 
Überexpression des Malatdehydrogenase kodierenden Gens wurde eine weitere Steigerung 
der Succinatproduktion unter anaeroben Bedingungen erreicht (Wang et al. 2009). In einer 
Arbeit von Lee et al. (2005) wurde gezeigt, dass die Deletion von ptsG und den beiden 
Pyruvatkinase kodierenden Genen pykA und pycF ebenfalls zu einer siebenfachen 
Steigerung der Succinatausbeute aufgrund der Hemmung der Pyruvatproduktion führte. In 
dem von Lin et al. (2005e) konstruierten Stamm mit überexprimierter PEPC aus S. vulgare 
und PYC aus L. lactis wurden zusätzlich die Gene für die Lactatdehydrogenase (ldhA), 
Acetatkinase (ackA) und Phosphotransacetylase (pta) deletiert. Auch diese Veränderungen 
resultierten in einer weiteren Steigerung der Succinatproduktion. Die effektivste 
Veränderung zur Erhöhung der Succinatbildung war jedoch die Deletion des Gens der 
Alkoholdehydrogenase (adhE). Zusammen mit der Deletion des Lactatdehydrogenasegens 
ldhA und der Überexpression des L. lactis pyc Gens wurde so eine 26fache Steigerung der 
Succinatausbeute im Vergleich zum Wildtyp erreicht (Sanchez et al. 2005a). Im weiteren 
Einleitung  
10 
Bestreben nach einer erhöhten Succinatbildung sollte die Bildung von Succinat im 
Glyoxylatzyklus durch Deletion des iclR Gens, das für einen Repressor für die 
Genexpression der Glyoxylatzyklusenzyme Isocitratlyase und Malatsynthase kodiert, 
erreicht werden. Tatsächlich konnte auch durch diese Veränderung eine Steigerung der 
Succinatproduktion (32fach) beobachtet werden (Sanchez et al. 2005b). Es wurde aber 
vermutet, dass der Glyoxylatweg schon aufgrund der Deletion von ldhA, adhE und ackA-
pta, also der Gene der Lactat-, Ethanol- und Acetatbildung, in gewissem Maße aktiviert 
wurde (Sanchez et al. 2005b). Die Effekte aller dieser Veränderungen wurden unter 
anaeroben Kultivierungsbedingungen durchgeführt. Da aber eine anaerobe Succinatbildung 
auch Nachteile hat, z. B. verlangsamtes Wachstum und langsamer Kohlenstoffdurchsatz 
resultierend in niedrigen Produktionsraten, wurden E. coli Stämme für die aerobe 
Produktion konstruiert. In diesen Stämmen lagen Deletionen des Succinatdehydrogenase 
(SDH) Gens sdhAB, iclR, poxB, ackA-pta sowie eine Inaktivierung von ptsG und eine 
Überexpression von S. vulgare PEPC vor (Lin et al. 2005c; Lin et al. 2005d). Mit diesem 
Stamm wurde eine gesteigerte Succinatproduktion unter aeroben Bedingungen 
nachgewiesen (Lin et al. 2005a; Lin et al. 2005b; Lin et al. 2005c; Lin et al. 2005d). 
Allerdings war die Succinatausbeute effektiv geringer als bei anaerober Kultivierung. In 
den letzten Jahren wurden vor allem die Entwicklung von nicht-rekombinanten Stämmen 
(Jantama et al. 2008a; Jantama et al. 2008b; Zhang et al. 2009a), eine Optimierung der 
Kultivierungsbedingungen (Ma et al. 2010; Martinez et al. 2010; Zhu et al. 2011) und die 
Nutzung von anderen C-Quellen zur Succinatproduktion, wie z. B. Saccharose (Wang et al. 
2011a; Wang et al. 2011b) und Glycerol (Blankschien et al. 2010) untersucht.  
Obwohl durch diese gentechnischen Veränderungen Stämme mit einer Succinatproduktion 
von über 99 g Succinat L-1 bzw. 1,1 g Succinat je g Glucose (Vemuri et al. 2002a; Vemuri 
et al. 2002b) konstruiert wurden, ist die Produktion von Succinat mit E. coli auch mit 
Nachteilen verbunden. So wurden für die Kultivierung teure, für die großtechnische 
Produktion ungeeignete Komponenten, wie Trypton oder Hefeextrakt, verwendet. Die 
Induktion der Expression zur Überproduktion verschiedener Enzyme erfolgte mittels IPTG 
(Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid), was ebenfalls zu kostenintensiv für eine 
Großproduktion ist. Eine vollständige Reduktion der Nebenproduktbildung konnte bisher 
ebenfalls nicht erreicht werden. Außerdem sind die spezifischen Produktbilderaten dieser 
gentechnisch veränderten Stämme meist geringer als die der natürlichen 
Succinatproduzenten (Song und Lee 2006; McKinlay et al. 2007b).  
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1.2.2 Der Aminosäureproduzent Corynebacterium glutamicum 
Corynebacterium (C.) glutamicum ist vor allem als Bakterium zur industriellen Produktion 
von Aminosäuren bekannt. Auf Grund dessen sind wie bei E. coli auch für C. glutamicum 
die Hauptstoffwechselwege und die genetischen und physiologischen Eigenschaften 
weitgehend untersucht (Wendisch et al. 2006; McKinlay et al. 2007b). Obwohl 
C. glutamicum in der Vergangenheit nicht unbedingt als Succinatproduzenten betrachtet 
wurde, konnte dennoch gezeigt werden, dass unter anoxischen Bedingungen neben Lactat 
auch geringe Mengen an Succinat gebildet wurden (Inui et al. 2004). Eine signifikante 
Steigerung der Succinatproduktion konnte durch eine Deletion des Lactatdehydrogenase 
kodierenden Gens ldhA und durch Überexpression des Pyruvatcarboxylase kodierenden 
Gens pyc, dass natürlicherweise in C. glutamicum vorhanden ist, erreicht werden (Inui et 
al. 2004; Wendisch et al. 2006; Okino et al. 2008). Mit diesem Stamm konnte eine 
Ausbeute von 146 g Succinat L-1 bzw. 0,92 g Succinat je g Glucose nachgewiesen werden 
(Okino et al. 2008). In den Arbeiten von Fukui et al. (2011) und Huhn et al. (2011) wurden 
putative Succinatexporter identifiziert, die an der Succinatproduktion beteiligt sind. Mit 
diesen Erkenntnissen ist vermutlich eine effektive Manipulation dieser 
Exportmechanismen möglich, die in einer weiteren Steigerung der Succinatproduktion 
resultieren könnte.  
 
1.2.3 Die Pansenbakterien Actinobacillus succinogenes, Mannheimia 
succiniciproducens und Basfia succiniciproducens 
Im Gegensatz zu E. coli und C. glutamicum produzieren die gram-negativen Bakterien 
A. succinogenes, B. succiniciproducens und M. succiniciproducens, die aus dem Pansen 
von Wiederkäuern isoliert wurden, natürlicherweise hohe Mengen an Succinat (Guettler et 
al. 1999; Song und Lee 2006; McKinlay et al. 2007b; Scholten et al. 2009). Diese 
fakultativ anaeroben, gram-negativen Bakterien gehören zur Familie der Pasteurellaceae 
und können eine große Anzahl an verschiedenen Substraten als C-Quelle nutzen, z. B. 
Glucose, Lactose, Saccharose, Xylose, Glycerol u. a. (Guettler et al. 1999; Lee et al. 2002; 
Scholten und Dagele 2008; Borges und Pereira 2010). Für M. succiniciproducens und 
A. succinogenes wurde gezeigt, dass Succinat vor allem durch PEP-Carboxylierung mittels 
PEPCK und anschließender Umwandlung zu Succinat im sogenannten C4-
Stoffwechselweg (reduktiver Abzweig des Tricarbonsäurezyklus (TCC)) gebildet wird 
(Song und Lee 2006; McKinlay et al. 2007b; McKinlay et al. 2010). Von den drei 
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genannten Mikroorganismen ist A. succinogenes vermutlich am besten untersucht. Neben 
Succinat werden durch A. succinogenes auch Formiat, Acetat und Ethanol gebildet 
(Guettler et al. 1999). Mit Hilfe einer weitreichenden Analyse der Genomsequenz 
zusammen mit Fermentationsstudien, Enzymassays und C13-Flux-Analysen wurden die 
metabolischen Vorgänge der Succinatbildung in A. succinogenes weitgehend aufgeklärt 
(VanderWerf et al. 1997; McKinlay et al. 2007a; McKinlay und Vieille 2008). Mit einem 
Wildtypstamm von A. succinogenes und einem Medium mit Glucose, Maisquellwasser und 
Hefeextrakt wurde eine Produktion von bis zu 80 g L-1 Succinat nachgewiesen (Guettler et 
al. 1996). Bis auf die Herstellung von fluoracetat-resistenten Mutantenstämmen, in denen 
vermutlich die Pyruvat-Formiat-Lyase (PFL) inaktiviert wurde, mit einer erhöhten 
Succinatproduktion (106 g L-1 Succinat) wurden keine weiteren gentechnischen 
Veränderungen zur Steigerung der Succinatproduktion eingeführt. Allerdings wurden 
umfangreiche Studien mit A. succinogenes zur Verwendung von alternativen C-Quellen, 
wie z. B. Weizenmehl, Molke, Getreidestroh- oder Maiskolbenhydrolysat (Du et al. 2007; 
Liu et al. 2008; Wan et al. 2008; Zheng et al. 2009; Borges und Pereira 2010; Chen et al. 
2010; Li et al. 2010; Yu et al. 2010; Zheng et al. 2010; Li et al. 2011), zur Verwendung 
von Hefeextraktalternativen, z. B. Hydrolysate von Brauhefen (Jiang et al. 2010; Li et al. 
2011), und zum Einfluss von osmotischen Stress und Kohlendioxid (Xi et al.; Fang et al. 
2011) durchgeführt.  
Im Gegensatz zu A. succinogenes produziert M. succiniciproducens als Nebenprodukt auch 
Lactat, aber kein Ethanol (Lee et al. 2002). Für M. succiniciproducens liegt bereits die 
komplette Genomsequenz vor, mit Hilfe derer ein Model für metabolische Flux-Analysen 
konstruiert werden konnte (Hong et al. 2004). Die Analyse von Transkriptom und Proteom 
führte zu einem besseren Verständnis der zellulären metabolischen und physiologischen 
Zusammenhänge (Lee et al. 2006a). Anders als bei A. succinogenes liegen für 
M. succiniciproducens umfangreichere Möglichkeiten zur genetischen Manipulation vor, 
angefangen von geeigneten Plasmiden, Transformationsprotokollen bis hin zu Gen-
Knockout-Systemen (Lee et al. 2006b; Jang et al. 2007; Kim et al. 2008a; Kim et al. 
2008b). So wurde ein Stamm konstruiert, der die Deletion der Gene für 
Lactatdehydrogenase (ldhA), PFL (pflB), Phosphotransacetylase (pta) und Acetatkinase 
(ackA) enthielt. Dieser Stamm (M. succiniciproducens LPK7) produzierte maximal 13,4 
g L-1 Succinat mittels Batch-Fermentation und bis zu 52,4 g L-1 Succinat mittels Fedbatch-
Kultivierung. Die eingeführten Gendeletionen verursachten neben einer minimalen 
Steigerung der Succinatproduktion (Wildtyp: 10,5 g L-1 im Batch-Versuch) eine Reduktion 
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der Bildung der Nebenprodukte Formiat, Lactat und Acetat. Allerdings wurde mehr 
Pyruvat und Malat produziert (Song und Lee 2006; McKinlay et al. 2007b; Lee et al. 
2008).  
Erst 2008 wurde durch die Firma BASF SE ein weiteres succinatproduzierendes Bakterium 
aus Rinderpansen isoliert (Scholten und Dagele 2008). Dieses nach der Firma benannte 
Bakterium Basfia succiniciproducens produzierte 5,8 g L-1 Succinat mit Glucose und 
8,4 g L-1 Succinat mit Rohglycerol als C-Quellen (Scholten und Dagele 2008). Eine 
ausführliche genetische und phänotypische Charakterisierung erfolgte erst durch Kuhnert 
et al. (2010).  
Obwohl A. succinogenes, B. succiniciproducens und M. succiniciproducens ein großes 
Potenzial für die industrielle Herstellung von Succinat zeigen und schon diverse Patente 
zur Succinatproduktion mit diesen Mikroorganismen angemeldet wurden (siehe Tab. 1.2), 
sind dennoch gewisse Nachteile vorhanden. Zum einen ist die Kultivierung dieser 
Pansenbakterien meist von teuren und komplexen Nährstoffquellen im 
Kultivierungsmedium, wie z. B. Hefeextrakt, abhängig (McKinlay et al. 2007b; Sauer et al. 
2008). Zum anderen sind die meisten dieser Bakterien nicht in der Lage bei niedrigen pH-
Werten zu wachsen (Scholten und Dagele 2008; Scholten et al. 2009; Oh et al. 2010; 
Yuzbashev et al. 2010). Die Nebenproduktbildung ist ebenfalls problematisch, die 
Verfügbarkeit von genetischen Tools begrenzt. Die verwandtschaftliche Nähe zu 
bekannten pathogenen Keimen, wie z. B. Haemophilus influenzae oder 
A. pleuropneumoniae, ist bedenklich (McKinlay et al. 2007b; McKinlay et al. 2010). 
Allerdings wurde für A. succinogenes gezeigt, dass eine große Anzahl der Virulenzgene, 
die typisch für pathogene Vertreter der Familie der Pasteurellaceae sind, nicht im Genom 
vorhanden ist. Auch für B. succiniciproducens wurde durch Southern Blot Analyse und 
Screening der Genomsequenz das Vorhandensein von RTX Toxingenen ausgeschlossen. In 
Cytotoxizitätstests konnte keine Toxizität gegenüber Fisch-, Rinder- und humanen Zellen 
nachgewiesen werden (Scholten et al. 2009; Kuhnert et al. 2010). 
 
1.2.4 Succinatproduzent Anaerobiospirillum succiniciproducens 
Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen succinatbildenden Bakterien ist 
A. succiniciproducens obligat anaerob. Das gram-negative Bakterium wurde aus dem Maul 
und dem Kot eines Beagles isoliert und gehört zur Familie der Succinivibrionaceae (Zeikus 
et al. 1999; Song und Lee 2006; Shanmugam und Ingram 2008). Neben Succinat 
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produziert auch A. succiniciproducens Acetat, Ethanol und Lactat als Nebenprodukte. Wie 
bei den beschriebenen Pansenbakterien verläuft auch in A. succiniciproducens die Bildung 
von Succinat über die PEPCK und den reduktiven TCC-Abzweig. Zahlreiche Patente für 
die Produktion von Succinat mit fluoracetat-resistenten Mutanten von 
A. succiniciproducens wurden bereits in den frühen 90er Jahren angemeldet (Datta 1992; 
Datta et al. 1992; Glassner und Datta 1992), in denen eine Produktion von ca. 32 g L-1 
Succinat beschrieben wurde. Durch Meynial-Salles et al. wurde 2008 ein neuer Prozess für 
die Succinatproduktion vorgestellt, bei dem eine kontinuierliche Fermentation im 
Zellrecyclebioreaktor mit einer elektrodialytischen Entfernung von Succinat und Acetat 
gekoppelt war. So konnten hochkonzentrierte Succinatlösungen mit 83 g L-1 Succinat 
produziert werden. Eine kontinuierliche Kultivierung mit Glycerol wurde durch Lee et al. 
(2010) vorgestellt. Obwohl bereits verschiedene Enzyme des Stoffwechsels (PEPCK, 
Oxalacetatdecarboxylase, Pyruvatkinase) charakterisiert und mutagenisiert wurden 
(Jabalquinto et al. 1999; Jabalquinto et al. 2002a; Jabalquinto et al. 2002b; Jabalquinto et 
al. 2003; Jabalquinto et al. 2004), gibt es dennoch bisher nur geringe Kenntnisse zum 
Metabolismus in A. succiniciproducens. Das Fehlen von genetischen Tools verhinderte 
bisher eine weitere gentechnische Optimierung der Succinatproduktion. Nachteilig für eine 
industrielle Anwendung von A. succiniciproducens ist weiterhin die Tatsache, dass dieses 
Bakterium potenziell pathogen ist und bei immunsupprimierte Personen eine Bakteriämie 
auslösen kann (Malnick 1988; Tee et al. 1998; Pienaar et al. 2003; Secchi et al. 2005). 
 
1.3 Succinatproduktion mit Hefen 
Aufgrund der Nachteile der bakteriellen Produktionsverfahren zur Succinatproduktion, wie 
z. B. der Verwendung von komplexen Kultivierungsmedien, die potenziellen Pathogenität 
und der geringen Säuretoleranz, gerieten Hefen und filamentöse Pilze immer stärker in der 
Fokus der Untersuchungen zur Entwicklung von Succinatproduktionsverfahren.  
Verschiedene pilzliche Mikroorganismen, wie z. B. Aspergillus niger, Aspergillus 
fumigatus, Byssochlamys nivea, Lentinus degener, Paecilomyces varioti, Penicillium 
viniferum und die Hefen Saccharomyces (S.) cerevisiae, Zygosaccharomyces (Z.) rouxii, 
Kluyveromyces (K.) lactis und Yarrowia (Y.) lipolytica, wurden bereits hinsichtlich der 
Produktion von Succinat untersucht (Saliola et al. 2004; Song und Lee 2006; Taing und 
Taing 2007; Yuzbashev et al. 2010). Da filamentöse Pilze aufgrund ihrer Morphologie 
schwer zu kultivieren sind, stellen Hefen die attraktiveren Succinatproduzenten dar, wobei 
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aktuell besonders S. cerevisiae und Y. lipolytica als Produzenten von biobasierten Succinat 
von Interesse sind.   
Diese Hefen produzieren Succinat als metabolisches Intermediat im TCC oder als 
Endprodukt im Glyoxylatzyklus unter aeroben und/oder anaeroben Bedingungen (Abb. 
1.3). Im TCC wird Succinat in einer durch die Succinyl-CoA-Ligase bzw. Succinyl-CoA-
Synthetase katalysierten Reaktion aus Succinyl-CoA gebildet. Anschließend wird das 
entstandene Succinat durch die Succinatdehydrogenase zu Fumarat oxidiert. Im 
Glyoxylatzyklus wird Isocitrat nicht durch die Isocitratdehydrogenase abgebaut, sondern 
zu Succinat und Glyoxylat gespalten. Glyoxylat kondensiert in einer durch die 
Malatsynthase katalysiert Reaktion mit einem Molekül Acetyl-CoA zu Malat (Abb. 1.3).  
 
 
Abbildung 1.3: Vereinfachte Darstellung von Tricarbonsäurezyklus (A) und Glyoxylatzyklus (B). AKG – α-
Ketoglutarat, ACO – Aconitase, CIT – Citratsynthase, FUM – Fumarase, ICL – Isocitratlyase, IDH – 
Isocitratdehydrogenase , KGDH - α-Ketoglutaratdehydrogenase,  MDH – Malatdehydrogenase, MLS – 
Malatsynthase, PDH – Pyruvatdehydrogenase, SCS – Succinyl-CoA-Synthetase bzw. Succinyl-CoA-Ligase, 
SDH – Succinatdehydrogenase.  
 
Succinat ist ein reguläres Nebenprodukt in der Alkoholfermentation von S. cerevisiae und 
trägt z. B. bei der Herstellung von Sake maßgeblich zur Geschmacksbildung bei (Heerde 
und Radler 1978; Arikawa et al. 1999a; Raab et al. 2010). Daher ist es nicht 
verwunderlich, dass mehrere Studien zur Succinatbildung in S. cerevisiae im 
Zusammenhang mit der Sakebrauerei durchgeführt wurden (Arikawa et al. 1999a; Arikawa 
et al. 1999b; Kubo et al. 2000). Obwohl verschiedene Sake-Hefestämme als natürliche 
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Succinatproduzenten identifiziert wurden, konnten nur relativ geringe Mengen an Succinat 
(< 1,7 g L-1) nachgewiesen werden (Heerde und Radler 1978; Arikawa et al. 1999a; 
Arikawa et al. 1999b; Kubo et al. 2000; Abbott et al. 2009). Verschiedene gentechnische 
Veränderungen wurden eingeführt, um die Succinatbildung zu untersuchen und 
gegebenenfalls zu verändern. So wurden mehrere Gene des TCC disruptiert, wobei gezeigt 
wurde, dass die Deletion von SDH1, das für eine Untereinheit der SDH kodiert, zu einer 
1,6fachen Steigerung der Succinatproduktion, in Kombination mit einer FUM1-Deletion 
zu einer 2,6fachen Steigerung der Succinatproduktion führte (Arikawa et al. 1999b). Die 
Disruption der Gene der SDH, die in S. cerevisiae aus mindestens vier Untereinheit besteht 
(Lemire und Oyedotun 2002; Ghezzi et al. 2009), in Sake-Stämmen resultierte in einer 
Reduktion der SDH-Aktivität und einer Erhöhung der Succinatbildung, wobei maximal 
0,3 g L-1 Succinat gebildet wurden (Kubo et al. 2000). Mit Hilfe dieser Erkenntnisse 
wurden später S. cerevisiae Stämme mit dem Ziel der Succinatproduktion für den 
industriellen Einsatz konstruiert (Lang und Raab 2010; Raab et al. 2010; Lang et al. 2011; 
Raab und Lang 2011). Bei gleichzeitiger Deletion von SDH1, SDH2, IDH1, dem Gen für 
eine Isocitratdehydrogenase (IDH), und IDP1, das für ein mitochondriales Isoenzym der 
IDH kodiert, wurden maximal 3,62 g L-1 Succinat nach 168 h produziert. Allerdings 
wurden auch Ethanol, Glycerol, Acetat, α-Ketoglutarat (AKG) und Pyruvat als 
Nebenprodukte gebildet. Weitere Veränderungen, wie die durch einen reprimierbaren 
Promotor kontrollierte Expression von IDH1 und SDH2 oder IDH1 und DIC1, das für 
einen Dicarboxylattransporter zum Transport von Succinat und Malat aus dem Cytosol in 
die Mitochondrien kodiert (Palmieri et al. 2000a; Palmieri et al. 2000b), wurden in den 
durch die Firma Organo Balance GmbH angemeldeten Patenten beschrieben, allerdings 
ohne Angabe der produzierten Succinatmengen (Lang und Raab 2010; Lang et al. 2011). 
Im Zuge dessen sollte die Expression weiterer Gene (PYC1, ACS1, CIT1, ACO1, ICL1, 
MLS1, MDH2 und CIT2) durch Kontrolle durch einen konstitutiven Promotor (pADH1 – 
Promotor der Alkoholdehydrogenase) dereguliert oder durch Gene von Crabtree-negativen 
Hefen ersetzt werden (Lang und Raab 2010; Lang et al. 2011). Bis zu 6,3 g L-1 nach 
7 Tagen produziert durch einen S. cerevisiae Stamm mit einem ICL Gen aus K. lactis, dem 
Malatsynthasegen aus S. cerevisiae, einem Gen für die PEPCK aus M. succiniciproducens, 
dem Gen MDH2 aus S. cerevisiae sowie mit Genen für Fumarase (aus Rhizopus oryzae) 
und Fumaratreduktase (aus Trypanosoma brucei) wurden durch Verwaal et al. (2011b) 
zum Patent angemeldet (siehe Tab. 1.3).  
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Die Hauptvorteile von S. cerevisiae als Succinatproduzent gegenüber Bakterien liegen vor 
allem darin, dass es sich bei S. cerevisiae um einen umfangreich genetisch und 
physiologisch charakterisierten Organismus mit einem breiten Substratspektrum handelt, 
der nicht nur säure- und osmotolerant, sondern auch einfach zu kultivieren ist (Abbott et al. 
2009; Raab et al. 2010). Dennoch ist S. cerevisiae nicht für eine hohe Sekretion von 
organischen Säuren bekannt. Daher müssten vermutlich weitreichende Veränderungen der 
Transportmechanismen durchgeführt werden, um einen relevant hohen Export von 
Succinat ins Kulturmedium zu ermöglichen und industriell relevante Produktmengen zu 
erreichen.  
Die Hefe Y. lipolytica, die dieselben Vorteile gegenüber Bakterien wie S. cerevisiae 
aufweist, ist zudem ein außerordentlich guter Produzent organischer Säuren (Stottmeister 
et al. 1982; Barth und Gaillardin 1996; Barth und Gaillardin 1997; Mauersberger et al. 
2003; Finogenova et al. 2005; Förster et al. 2007a; Förster et al. 2007b; Kamzolova et al. 
2008; Holz et al. 2009; Papanikolaou et al. 2009; Holz et al. 2011; Otto 2011; Yovkova 
2011). Da für Y. lipolytica ebenfalls die komplette Genomsequenz vollständig sequenziert 
und annotiert vorliegt (Consortium Genolévures, http://www.genolevures.org/; Casaregola 
et al. (2000), Dujon et al. (2004)) und eine umfangreiche Sammlung an Techniken zur 
molekularbiologischen Bearbeiten dieser Hefe vorhanden sind (Barth und Gaillardin 1996; 
Barth und Gaillardin 1997; Juretzek et al. 2000; Juretzek et al. 2001; Kruse et al. 2004; 
Madzak et al. 2004; Fickers et al. 2005; Wang et al. 2011c), ist die Hefe Y. lipolytica ein 
besonders attraktiver Kandidat für die Produktion von biobasierten Succinat.  
Aufgrund dieser Eigenschaften wurde die Hefe Y. lipolytica im Rahmen dieser Dissertation 
für die Untersuchung der Succinatproduktion und zur Konstruktion von 
Hochleistungsstämmen für die Succinatproduktion verwendet.  
 
1.4 Die Hefe Yarrowia lipolytica 
1.4.1 Allgemeine Charakteristika 
Yarrowia lipolytica ist eine ascomycetale, obligat aerobe und nicht pathogene Hefe und 
gehört zu den am umfassendsten untersuchten sogenannten nicht-konventionellen Hefen 
(Heslot 1990; Barth und Gaillardin 1996; Barth und Gaillardin 1997; Casaregola et al. 
2000; Barth et al. 2003; Dujon et al. 2004; Madzak et al. 2004; Fickers et al. 2005). Diese 
Hefe konnte vor allem von protein- und fettreichen Substraten, wie z. B. Milchprodukten, 
Käse und Wurst, aber auch aus ölverschmutzten Umgebungen isoliert werden (Fickers et 
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al. 2005; Bankar et al. 2009). Y. lipolytica weißt natürlicherweise ein dimorphes Wachstum 
auf und kann Einzelzellen, Pseudohyphen oder septierte echte Hyphen bilden (van der 
Walt und von Arx 1980; Barnett et al. 1990). Die Bildung dieser verschiedenen Zellformen 
ist sowohl von den Wachstumsbedingungen als auch von den genetischen Eigenschaften 
des jeweiligen Stamms abhängig. Für Y. lipolytica sind zwei Paarungstypen bekannt, die 
durch die zwei Allele MATA und MATB  bestimmt werden (Bassel et al. 1971). Durch 
Konjugation der Zellen komplementärer Paarungstypen werden diploide Zygoten gebildet, 
die unter bestimmten Bedingungen, z. B. Glucoseverbrauch, Asci mit ein bis vier Sporen 
bilden können. Haploide und diploide Y. lipolytica Zellen sind vegetativ weitgehend stabil 
(Gaillardin et al. 1973; Barth und Weber 1985; Kurischko 1986).  
Aufgrund ihrer Eigenschaften wird die Hefe Y. lipolytica unter anderem als 
Modellorganismus für den Metabolismus von Alkanen und Fettsäuren (Wang et al. 1999; 
Mauersberger et al. 2001; Fickers et al. 2005), für die Kontrolle des dimorphen Wachstums 
(zusammengefasst in Dominguez et al. (2000), Perez-Campo und Dominguez (2001) und 
Barth et al. (2003)), für die Peroxisomenbiogenese (zusammengefasst in Titorenko et al. 
(2000) und Titorenko und Rabuchinsky (2001)) sowie für den generellen Sekretionsweg 
(Beckerich et al. 1998; Barth et al. 2003) verwendet.  
1.4.2 Biotechnologische Bedeutung 
Aufgrund ihrer Fähigkeit zum Wachstum auf n-Paraffinen und zur Bildung von hohen 
Mengen an organischen Säuren und anderen Stoffwechselintermediaten wurde Y. lipolytica 
bereits vor mehreren Jahrzehnten für industrielle Anwendungen interessant (Tsugawa et al. 
1969; Stottmeister et al. 1982). Besonders wegen der sehr effizienten Verwertung von 
hydrophoben Substraten und der hohen Sekretionskapazität für Metabolite und Proteine, 
wurde Y. lipolytica für verschiedene Prozesse, hauptsächlich in der chemischen und in der 
Nahrungsmittelindustrie, eingesetzt. So wurde die Verwendung von Y. lipolytica zur 
Biokonversion von Alkanen zu SCP (single cell protein) (Barth und Gaillardin 1996) und 
SCO (single cell oil) (Papanikolaou et al. 2003) oder zur Umwandlung von spezifischen 
Fettsäuren zu Aromakomponenten, wie z. B. γ-Decalacton, das zur Bildung fruchtiger 
Aromen eingesetzt wird (Wache et al. 2003), bereits beschrieben. Weiterhin sind für Y. 
lipolytica zahlreiche Anwendungen von heterologen Proteinexpressionen beschrieben 
(Nicaud et al. 2002; Madzak et al. 2004; Madzak et al. 2005), die ebenfalls von hohem 
industriellen Interesse sind.  
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Die Hefe Y. lipolytica ist darüber hinaus einzigartig in ihrer Fähigkeit zur Produktion und 
Sekretion von hohen Mengen verschiedener organischer Säuren, wie Citrat (CA), Isocitrat 
(ICA), AKG und Pyruvat. Die Bildung dieser Säuren ist abhängig von der verwendeten 
C-Quelle sowie von der Verfügbarkeit verschiedener Komponenten, wie z. B. der 
Stickstoffquelle, Thiamin oder Mineralsalzkomponenten. Ein Überschuss an C-Quelle in 
Kombination mit einem Mangel an Stickstoff resultiert in einer Sekretion von CA und 
ICA, wohingegen eine Limitation des Thiaminangebots bei niedrigen pH-Werten zur 
Bildung von AKG (als Hauptprodukt) und je nach C-Quelle zur simultanen Produktion von 
Pyruvat führt (Stottmeister et al. 1982; Barth und Gaillardin 1996; Barth und Gaillardin 
1997; Mauersberger et al. 2003; Finogenova et al. 2005; Kamzolova et al. 2008). Verfolgt 
man die Thematiken der aktuellen Veröffentlichungen, so besteht immer noch ein hohes 
Interesse an der Produktion von Zitronensäure mit Y. lipolytica (Moeller et al. 2010; 
Rymowicz et al. 2010; Rywinska und Rymowicz 2010; Lazar et al. 2011; Moeller et al. 
2011; Rywinska et al. 2011; Rywinska und Rymowicz 2011), aber auch am Gebrauch der 
extrazellulären Lipase (Darvishi et al. 2011; Fickers et al. 2011; Meng et al. 2011; Najjar et 
al. 2011; Yuzbasheva et al. 2011). Ausführliche Übersichten zu potenziellen industriellen 
Anwendungen von Y. lipolytica sind in Fickers et al. (2005), Fickers et al. (2011) und 
Bankar et al. (2009) zusammengestellt.  
Durch die Vielzahl an vorhandenen gentechnischen und molekularbiologischen Methoden 
ist Y. lipolytica für Manipulationen zur Veränderung von Produktausbeuten bzw. 
Produktzusammensetzungen („metabolic engineering“) gut zugänglich. Als Beispiele 
sollen hier die publizierten Arbeiten von Förster et al. (2005) und Holz et al. (2009) zur 
Veränderung des Produktmusters bei der CA- und ICA-Produktion sowie die Arbeiten von 
Otto (2011), Yovkova (2011) und Holz et al. (2011) zur AKG- und Pyruvatproduktion mit 
Y. lipolytica dienen.   
1.4.3 Succinatproduktion mit Y. lipolytica 
Die Fähigkeit zur Produktion von Succinat durch Y. lipolytica wurde bereits bei einem 
Screening von 32 Hefen verschiedener Gattungen (Debaryomyces, Candida, Pichia, 
Saccharomyces, Yarrowia und Torulopsis) durch Kamzolova et al. (2009a) nachgewiesen. 
Dabei wurden aber durch die verschiedenen getesteten Y. lipolytica Stämme nur geringe 
Mengen Succinat gebildet, vermutlich aufgrund der Kultivierung mit Ethanol als C-Quelle 
und unter Stickstofflimitationsbedingungen. Es wurde allerdings in weiteren 
Untersuchungen – übereinstimmend mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit – 
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gezeigt, dass eine Reduktion der Aktivität der SDH zu einer gesteigerten 
Succinatproduktion führte (Yuzbashev et al. 2010; Yuzbashev et al. 2011). Unter 
Verwendung von Glycerol und einem Vollmedium wurden Stämme, die eine Deletion des 
Gens SDH2 bzw. die temperatursensitive Varianten von SDH1 enthielten, hinsichtlich der 
Auswirkungen dieser Veränderungen auf die Succinatproduktion untersucht. Eine 
maximale Produktion von 45 g L-1 Succinat bei Regulation des pH-Wertes bzw. von 
17 g L-1 Succinat ohne pH-Regulation durch den Stamm Y. lipolytica Y-3314 (Δsdh2 mit 
anschließender Mutagenese) wurde nachgewiesen. Damit konnte gezeigt werden, dass 
Y. lipolytica zur Produktion von Succinat bei niedrigen pH-Werten in der Lage ist. 
Allerdings wurden keinerlei Angaben zur Bildung von Nebenprodukten gemacht. Es muss 
aber davon ausgegangen werden, dass neben Succinat auch andere organischen Säuren, 
wie z. B. Malat oder AKG gebildet wurden. Die in dieser Studie durchgeführten Arbeiten 
und Ergebnisse wurden bereits zum Patent angemeldet (Sineoky et al. 2010). 
Neben den Untersuchungen zur direkten Produktion von Succinat mit Y. lipolytica stellten 
Kamzolova et al. (2009b) einen zweistufigen Prozess zur Produktion von Succinat vor, in 
dem die Fähigkeit von Y. lipolytica zur Produktion von hohen Mengen an AKG ausgenutzt 
wurde. In diesem Verfahren sollte das gebildete AKG durch anschließende Oxidation 
durch Wasserstoffperoxid zu Succinat umgewandelt werden. Durch die Zugabe von 
Wasserstoffperoxid während der Kultivierung bzw. AKG-Produktion konnten so maximal 
63 g L-1 Succinat produziert werden.  
Diese Erkenntnisse zur Produktion von Succinat mit der Hefe Y. lipolytica waren zum 
Zeitpunkt des Beginns bzw. während der Durchführung der praktischen Arbeiten im 
Rahmen dieser Dissertation nicht bekannt. 
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1.5 Zielstellung 
Ausgehend von den bisherigen Untersuchungen zur Succinatproduktion mit bakteriellen 
Produzenten und succinatproduzierenden Hefen sollten die in der vorliegenden Arbeit 
durchgeführten Untersuchungen einen Beitrag zur biotechnologischen Herstellung von 
Succinat mit der aeroben Hefe Yarrowia lipolytica leisten. Dazu wurde vor allem der 
Einfluss bestimmter Enzyme im TCC bzw. des Pyruvatstoffwechsels und Glyoxylatzyklus 
auf die Succinatproduktion untersucht. In dieser Arbeit standen dabei die Bearbeitung der 
Succinatdehydrogenase sowie die Untersuchung der α-Ketoglutaratdehydrogenase 
(KGDH) im Vordergrund. Darüber hinaus wurde der Einfluss der Isocitratlyase und 
parallel zu den Arbeiten von A. Kretzschmar (2010) der Einfluss der Pyruvatcarboxylase 
auf die Bildung von Succinat untersucht. Auf Basis dieser Untersuchungen sollten im 
Anschluss Y. lipolytica Stämme mit gesteigerter Succinatproduktion konstruiert werden. 
Im Detail wurden folgende Aufgabenstellungen bearbeitet: 
 
• Konstruktion eines Y. lipolytica Stammes mit gesteigerter Aktivität der  
α-Ketoglutaratdehydrogenase durch Überexpression der relevanten Gene: 
Identifizierung von putativen KGDH-Genen mittels Analyse und Vergleich von 
Genomdatenbanken und Konstruktion von entsprechenden multicopy Vektoren auf 
Basis des vorhandenen integrativen, multicopy Plasmids p64PT sowie 
Transformation dieser Vektoren in einen uracilauxotrophen Y. lipolytica Stamm. 
• Charakterisierung des konstruierten KGD1,KGD2,LPD1-multicopy Stamms 
hinsichtlich der Auswirkungen der gentechnischen Veränderungen auf die 
Enzymaktivität der KGDH und auf die Produktion von organischen Säuren, 
insbesondere Succinat.  
• Reduktion der Succinatdehydrogenaseaktivität mittels gentechnischer Methoden 
oder durch Einsatz von Enzyminhibitoren und Untersuchung der Effekte auf 
Wachstum, SDH-Aktivität sowie Succinatproduktion.  
• Untersuchung des Wildtypstamms H222, des konstruierten KGDH-Stamms sowie 
der Stämme H222-AK1 (mcPYC, Kretzschmar 2010) und H222-S4(p67ICL1) T5 
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(mcICL1, Kruse et al. 2004) hinsichtlich der Effekte auf Enzymaktivitäten und 
Succinatproduktion bei herabgesetzter SDH-Aktivität. 
• Konstruktion eines Y. lipolytica Stamms, in dem eine Kombination mehrerer 
gentechnischer Veränderungen, die sich im Vorfeld als positiv für eine gesteigerte 
Succinatproduktion erwiesen haben, enthalten sein sollte. Charakterisierung des 
Stamms hinsichtlich relevanter Enzymaktivitäten und Auswirkungen auf die 
Succinatproduktion.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Geräte 
Autoklaven und Sterilisatoren 
Steam Sterilizer Model 2540 EL, Systec Tuttnauer Autoclave  
Modell 500 Heißluftsterilisator, Memmert 
Varioklav Dampfsterilisator, H+P 
Hiclave HV-85L Laboratory Use, HMC 
 
Brutschränke und Schüttler 
BE500, Memmert (37°C Brutschrank zur Kultivierung von E. coli) 
Kühlbrutschrank BK 600, Heraeus (zur Kultivierung von Hefen) 
HT Novotron® AK82, Infors (37°C Schüttler für Kultivierung von E. coli) 
HT Multitron®, Infors (bei 28°C zur Kultivierung von Hefen) 
 
Elektrophoresesysteme 
HE 99X, Hoefer 
Maxigel Gelelektrophoresesystem, Biometra  
Sub-Cell® GT Electrophoresis Systems, BioRad  
 
Elektroporationsgeräte 
MicropulserTM, BioRad  
 
pH-Messgeräte 
pH526 (für pH4–7) und pH537 (für pH7–10), WTW  
 
Thermocycler 
Primus und Primus 96 PLUS, MWG Biotech  
T1-Thermocycler, Biometra  
EP Gradient S Thermal Cycler, Eppendorf  
 
Spektrophotometer 
UVIKON 943 Double Beam UV/VIS Spektrophotometer, Kontron Instruments  
Helios® γ, Thermo Electron  
 
Stromversorgungsgeräte 
Electrophoresis Power Supply EPS 3500, Pharmacia Biotech  
PowerNPac 300 and Power Pack P25, BioRad  
Electrophoresis Power Supply EV231, Comsert  
 
Zentrifugen 
Biofuge fresco und Heraeus Biofuge fresco, Heraeus 
Sepatech Biofuge 28RS mit den Rotoren HFA 22.2 und HFA 28.1, Heraeus  
Sepatech Biofuge 15R mit dem Rotor HFA 5.50, Heraeus  
RC 5C mit den Rotoren SS-34, SLA-1500, SLA-3000, Sorvall  
Optima™ MAX Ultrazentrifuge mit Rotor MLS 50, Beckman 
1-15 K und 3-18 K, Sigma 
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Waagen 
ATICON und TE214S, Sartorius   
Kern 770  
 
Weitere Geräte:  
DNA Speed Vac®, Savant  
Thermomixer comfort, Eppendorf 
Tempcold Kühlthermostat, Techne  
Blockthermostat BT 100, Kleinfeld Labortechnik 
Duomax 1030 Kippschüttler, Heidolph 
Reax 2000 Vortexer, Heidolph 
MR 3001 Heizplatte, Heidolph 
HS12/2 Sicherheitswerkbank, Heraeus 
Hybridisierungsofen OV5, Biometra 
HB-1000 Hybridizer, UVP Laboratory Products 
Heizrührer IKAMAG® RH, IKA Labortechnik 
Chemilumineszenzgerät FluorChemTM SP, Alpha Innotech Biozym Scientific GmbH 
(Software AlphaEase FC) 
UV-Crosslinker Bio-Link BLX-E 254, Peqlab 
GFL Wasserbad 
Mikroplattenleser Sunrise, Tecan (Software Magellan5, Stuber Software) 
Biostep Dunkelhaube DH-30/32 
MM220 Schwingmühle, Retsch 
Ionenchromatographie System DX320 (Software Chromeleon), Dionex, Sunnyvale, USA 
 
2.2 Chemikalien, Biochemikalien und Nukleinsäuren 
2.2.1 Feinchemikalien 
Die in dieser Arbeit genutzten Chemikalien und Biochemikalie sind kommerziell 
erhältlich. 
1 kb Leiter Fermentas, Deutschland 
2,6-Dichlorphenol-Indophenol-Natrium  ≥ 97  % Fluka 
6x Ladepuffer Fermentas, Deutschland 
λ-DNA Fermentas 
Acetyl-CoA Na-Salz 94  % (HPLC) Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Agar Applichem, Darmstadt 
Agarose Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf 
Ammoniumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Ampicillin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe  
ATP Roche, Mannheim 
BactoTM Yeast Extract Becton+Dickenson, Heidelberg 
BactoTM Peptone Becton+Dickenson, Heidelberg 
Biorad Protein Assay Lösung (Bradford-Reagenz) Biorad Laboratories GmbH, München 
BSA Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Carboxin 99,5 % Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Citronensäure-Monohydrat Applichem, Darmstadt  
CoA Hydrat von Hefen 85  % Sigma Aldrich, Taufkirchen 
L-Cystein ≥ 99 % Merck KGaA, Darmstadt 
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Digoxigenin-dUTP Roche, Mannheim 
D,L-Isocitrat Trinatriumsalz 98 % Sigma Aldrich, Taufkirchen 
D-Malat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
dNTPs Fermentas, Deutschland 
EDTA Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Ethidiumbromid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Eisensulfat Fe(II)SO4 x 7 H2O Merck KGaA, Darmstadt 
Fumarsäure Fluka, Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Hefeextrakt Applichem, Darmstadt 
Heringssperma DNA Roche, Mannheim 
Hexanukleotidmix Roche, Mannheim 
Hygromycin-B-Lösung Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Ketoglutarsäure Natriumsalz 98 % Sigma Aldrich, Taufkirchen 
L-Äpfelsäure ≥ 99 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Magnesiumsulfat x 7 H2O Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
NAD Natriumsalz 97 % Sigma Aldrich, Taufkirchen 
NADH Dinatriumsalz 98 % Roche, Mannheim  
Natrium-Pyruvat ≥ 99 % Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Natrium-Succinat ≥ 98 % Fluka, Sigma Aldrich, Taufkirchen 
PEG4000 Merck KGaA, Darmstadt 
Pepton aus Casein Applichem, Darmstadt 
Phenazinmethosulfat 90 % Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Phenylhydrazinchlorid Merck KGaA, Darmstadt 
Pyrazol ≥ 98 % Fluka, Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Thiaminpyrophosphat Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Tween 20  Serva, Heidelberg 
Tween 80 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
 
2.2.2 Enzyme 
Calf Intestine Alkaline Phosphatase Fermentas, Deutschland 
CombiZyme DNA Polymerase Invitek, Berlin 
Lactat-Dehydrogenase Fluka, Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Klenow-Fragment Fermentas, Deutschland 
Malatdehydrogenase aus Schweineherz Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Platinum® Pfx-DNA Polymerase Invitrogen, Berlin 
Pyruvat-Kinase aus Hasenmuskeln  Fluka, Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Restriktionsendonukleasen Fermentas, Deutschland 
RNaseA Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
T4 DNA Ligase Fermentas, Deutschland 
 
2.2.3 Verbrauchsmaterialien und Kitsysteme 
Invisorb® Spin DNA Extraction Kit Invitek, Berlin 
MSB® Spin PCRapace Invitek, Berlin 
Invisorb® Spin Plasmid Mini Two Invitek, Berlin 
JETSTAR Plasmid Purification Midiprep Kit Genomed GmbH, Löhne 
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Glucose-Teststreifen Kallies Feinchemie AG 
Glasperlen Ø 0,45 mm und Ø 0,7-1,0 mm Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Hybond-N GE Healthcare, München 
Membranfilter, 0,2 µm Porengröße Schleicher & Schuell, Dassel 
MFTM-Membranfilter 0,025 µm VSWP Millipore, Schwalbach/Ts 
pH Indikatorstreifen pH 0 – 6 Acilit® Merck KGaA, Darmstadt 
 
2.2.4 C-Quellen 
D-Glucose, Ph. Eur (SL 20  %, autoklaviert) Applichem, Darmstadt 
Glycerol, p.a. (SL 20 % od. 50 %, autoklaviert) Carl Roth GmbH + Co. KG, 
Karlsruhe 
Sonnenblumenöl Ölmühle Willy Weise’s Erben  
(SL 100 %, pasteurisiert 3h bei 80°C) Bobritz, Sachsen 
 
2.2.5 Verwendete Plasmide 
Tabelle 2.1: Übersicht der verwendeten Plasmide.  
Plasmid Genotyp Referenz 
pUCBM21  ampR Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
p64PT rDNA ura3d4 ampR pICL1-ICL1t  Gerber (1999) 
p64PYC rDNA ura3d4 ampR PYC1 Kretzschmar (2010) 
p65ICL1 rDNA ura3d1 pICL1-ICL1-ICL1t ampR Juretzek und Mauersberger, 1998 (unveröffentlicht); (Kruse et al. 2004)  
pSpIvS-Ura ampR ´pSDH2-lox-URA2-lox-pICL1-SDH2’ Angermann und Zobel, 2010 (unveröffentlicht) 
pSpPS-Ura ampR ´pSDH2-lox-URA2-lox-pPOT1-SDH2’ Angermann und Zobel, 2010 (unveröffentlicht) 
JMP113 ampR loxR-URA3-loxP Fickers et al. (2003) 
 
2.2.6 Konstruierte Plasmide 
Tabelle 2.2: Übersicht über konstruierte Plasmide. 
Plasmid Genotyp Beschreibung 
p64T  rDNA ura3d4 ampR verkürzter pICL1-ICL1t 
Plasmid zur multiplen Integration von DNA-
Sequenzen in das Genom von Y. lipolytica. Als 
Basisvektor für die Konstruktion der folgenden 
Plasmide.  
p64KGD1 rDNA ura3d4 ampR pKGD1-KGD1-KGD1t 
Plasmid zur multiplen Integration ins Genom 
und Expression von KGD1 unter Kontrolle des 
eigenen Promotor- und Terminatorbereichs 
p64KGD2 rDNA ura3d4 ampR pKGD2-KGD2-KGD2t  
Plasmid zur multiplen Integration ins Genom 
und Expression von KGD2 unter Kontrolle des 
eigenen Promotor- und Terminatorbereichs 
p64LPD1 rDNA ura3d4 ampR pLPD1-LPD1-LPD1t  
Plasmid zur multiplen Integration ins Genom 
und Expression von LPD1 unter Kontrolle des 
eigenen Promotor- und Terminatorbereichs 
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2.2.7 Oligonukleotide 
Die in Tabelle 2.3 aufgeführten Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG GmbH 
bezogen.  
 
Tabelle 2.3: Übersicht über verwendete Oligonukleotide. Erkennungssequenzen für Restriktions-
endonukleasen sind blau gekennzeichnet, homologe Sequenzen für die Overlap-PCR sind 
unterstrichen. 
Primer 5‘ → 3‘ Sequenz Restriktionsschnittstelle 
Primer für die Amplifikation der KGD1-, KGD2- und LPD1-ORFs mit nativen Promotor- und Terminatorregionen 
KGD1for ATATAAGATCTGCATGTACGTGTCATCTGTCC BglII 
KGD1rev ACCACTCTACCTGCACAACC  
KGD2for ATATAAGATCTATCGCTCCTGGTACTGTACG BglII 
KGD2rev ATATAAGATCTATGTCCGACTACCACGATGC BglII 
LPD1for ATATACATATGCTAACTCGGTCTCCTGGTTC NdeI 
LPD1rev ATATAACGCGTGCTTAACACGCAGAACGTCG MluI 
Sequenzierprimer zur Überprüfung von p64KGD1, p64KGD2 und p64LPD1 
kgd1-S1 GGCGATTAAGTTGGGTAACG  
kgd1-S2 GCCGTTACATCCCATGATAC  
kgd1-S3 GGTGTACTTACGGTCGAAAC  
kgd1-S4 CGTGTGAAGTGATGGAGTTG  
kgd1-S5 TTAGGCCTCCCTGACTTAAC  
kgd1-S6 CTACGGTGTTGAGTACATCC  
kgd1-S7 GAGCTATCCAGCACATGAAG  
kgd1-S8 GAATGCTCGAGGAGTCTTTC  
kgd1-S9 GTCTCCAACTCCCATCTTTC  
kgd1-S10 GAGCGAGTTCTCTTCTGTTC  
kgd1-S11 CGAGTGACTTCGGTGTATTC  
kgd1-S12 GCACGTACAGTTGGATTAGC  
kgd1-S13 CAAGCTTCCATGGGATATCG  
kgd2-S1 GCAGATCAGCTGTGAGATTG  
kgd2-S2 GCCGTGTAATGTCAAGATCC  
kgd2-S3 TTGAGTCCCTCATGCGATAG  
kgd2-S4 CATGACCTTCAAGCCTGTTC  
kgd2-S5 CCAAGAAGGAGGAGAAGAAG  
kgd2-S6 TCTACCGAGACTACGTTGAC  
kgd2-S7 CGTAGAGCGTACATCTAGAG  
kgd2-S8 TCTTCCTCCTGGTCAATCAC  
kgd2-S9 CAAGCTTCCATGGGATATCG  
lpd1-S1 GGCGATTAAGTTGGGTAACG  
lpd1-S2 TCTAGAAGCAGGTCTCCAAG  
lpd1-S3 GTGTTCCGCAATGATAGACC  
lpd1-S4 ACAAGGATCCATGGGAAGAG  
lpd1-S5 CAAACGAGGAGCTTGATGTC  
lpd1-S6 GCATCACCATTGACGAGAAG  
lpd1-S7 GAGTACCGAACCAACAAGTC  
lpd1-S8 CTTGAGTACGGTGCTTCTTG  
lpd1-S9 GAACAGACGGCAGTCATATC  
lpd1-S10 GGAGAAACCCGGAAGAAATG  
Primer für die Konstruktion der Expressionskassetten zum Austausch des SDH2-Promotors 
pSDH2-fw ATATACCATGCTTCGGCCATAACTCTCCAAC NcoI 
pSDH2-rv ATATACCATGCGATTCAAGGAGCTGCAAGAC NcoI 
pICL1-fw CGTAGCGTTGGTCTGTC  
pICL1-rv GAGGCTCGGAGCGCGAACATCTGGGTTAGTACGGGACAGA  
SDH2-rv CCAGAGCCAACGCAATATCC  
SDH2-fw TCTGTCCCGTACTAACCCAGATGTTCGCGCTCCGAGCCTC  
Material und Methoden  
28 
Primer 5‘ → 3‘ Sequenz Restriktionsschnittstelle 
overlap-fw AACGGGATCAGGACAAACAG  
overlap-rv GGCCACCATACACAGCAACC  
KpnI-pPOT1-fw ATATAGGTACCATTGGCAAGATGGTGCTGCC KpnI 
SDH2-pPOT1-fw TCCAACCAAGACACACAAAAATGTTCGCGCTCCGAGCCTC  
SDH2-MluI-rv ATATAACGCGTTTAAACGAAAGCCATGGATC MluI 
pPOT1-SDH2-rv GAGGCTCGGAGCGCGAACATTTTTGTGTGTCTTGGTTGGA  
Sequenzierprimer zur Überprüfung der Expressionskassetten zum Austausch des SDH2-Promotors 
Seq1-pICL1 TTGGCCGTTTGGTGTGAAG  
Seq2-pICL1 GAGCCTCAAGAAACGTTCTG  
Seq3-pICL1 TGCTTGTGCCGAATCAATCC  
Seq2-pPOT1 CGTTGACGACGATACGACTG  
Primer zur Amplifikation der Sonden-DNA für den Nachweis von mcPYC1 
PYC_Sonde1 GAAGCAGGAGTACAGCAGTC  
PYC_Sonde2 TTCCTGTTGGCTCTTCTCAC  
Primer zur Amplifikation der Sonden-DNA für den Nachweis der Integration pICL1-SDH2 
Sonde-ICL1-for CATGCGGAATGACGTGAATG  
Sonde-ICL1-rev CTGGGCGTATCCGATTTACC  
Primer zur Amplifikation der Sonden-DNA für den Nachweis der Integration pPOT1-SDH2 
Sonde-POT1-for GATACGACTGGCAAAGTAGC  
Sonde-POT1-rev TCACATGACCGCAGATACTC  
 
2.3 Mikroorganismen 
Die verwendeten Stämme sind Bestandteile der Stammsammlung des Instituts für 
Mikrobiologie der TU Dresden. 
2.3.1 Verwendete E. coli Stämme  
In dieser Arbeit wurde für die Transformationen der konstruierten Plasmide der Stamm  
E. coli DH5α (supE44 Δlac U169 (φ 80 lacZ ΔM15) hsdR17 recA1end A1 gyrA96 thi-1 
relA1; Gibco-BRL) Stamm verwendet.  
 
2.3.2 Verwendete Y. lipolytica Stämme 
Tabelle 2.4: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten Y. lipolytica Stämme. 
Stamm Genotyp Bemerkungen Referenz 
H222  MATA  Wildtyp Barth und Gaillardin (1996) 
H222-S4 MATA ura3-302 SUC2 
Aus dem Stamm H222-41 (ura3-41) 
erzeugte integrative Transformande 
mit dem 4,3 kb SalI Fragment (URA3’-
pXPR2-ScSUC2-URA3’’) aus pINA302 
Mauersberger et al. 
(2001) 
H222-MH1 MATA ura3-302 ura3d4 KGD1mc, KGD2mc, LPD1mc 
Integrative KGD1, KGD2, LPD1 
multicopy Transformande von H222-S4 
mit den Plasmiden p64KGD1, 
p64KGD2, p64LPD1 
Diese Arbeit  
H222-AK1 MATA ura3-302 ura3d4 PYC1mc  
Integrative PYC1  multicopy 
Transformande von H222-S4 mit dem 
Plasmid p64PYC 
Kretzschmar (2010) 
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Stamm Genotyp Bemerkungen Referenz 
H222-S4(p67ICL1) T5 MATA ura3-302 ura3d4 ICL1mc 
Integrative ICL1  multicopy 
Transformande von H222-S4 mit dem 
Plasmid p67ICL1 
Kruse et al. (2004) 
H222-SW2 MATA ura3-302 ku70Δ-1572 ku70-Deletionstransformande ausgehend von H222-S4 Werner (2008) 
H222-AZ1 MATA ura3-302 ku70Δ-1572 pICL1-SDH2 URA3 
Integrative Transformande von H222-
SW2 mit `pSDH2-lox-URA3-lox-pICL1-
SDH2’ zum Austausch des nativen 
SDH2-Promotors gegen pICL1 
Angermann und 
Zobel, 2010 
(unveröffentlicht) 
H222-AZ2 MATA ura3-302 ku70Δ-1572 pPOT1-SDH2 URA3 
Integrative Transformande von H222-
SW2 mit `pSDH2-lox-URA3-lox-
pPOT1-SDH2’ zum Austausch des 
nativen SDH2-Promotors gegen 
pPOT1 
Angermann und 
Zobel, 2010 
(unveröffentlicht) 
H222-AZ2U MATA ura3-302 ku70Δ-1572 pPOT1-SDH2  
Uracilauxtropher Stamm ausgehend 
von H222-AZ2 nach Deletion von 
URA3 mittels Crelox-System 
Diese Arbeit 
H222-AZ8 
MATA ura3-302 ku70Δ-1572 
pPOT1-SDH2 URA3 
PYC1mc 
Integrative PYC1  multicopy 
Transformande von H222-AZ2U mit 
dem Plasmid p64PYC 
Diese Arbeit 
 
Yarrowia-Stämme wurden in YPD mit 25 – 30 % Glycerol bei – 80°C, E. coli-Stämme in 
LBamp mit 25 – 30 % Glycerol konserviert.  
2.4 Kultivierung 
2.4.1 Kultivierung von Y. lipolytica 
Die Hefen wurden in Vollmedium mit Glucose (YPD) oder Glycerol (YPG), 
Minimalmedium (M) mit den entsprechenden C-Quellen und Supplementen oder im 
entsprechenden Produktionsmedium nach Tabuchi et al. (1981) bei 28°C kultiviert. Die 
Kultivierung erfolgte entweder in Flüssigkultur in 500 ml Erlenmeyerkolben bei 220 rpm 
mit 100 ml Medium oder emers auf Agarplatten. Bei Verwendung von Sonnenblumenöl 
als C-Quelle wurden die Flüssigkulturen in 500 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen 
geschüttelt.  
 
Für die Kultivierung zur Proteinexpression wurden YPD-Vorkulturen (35 – 40 ml) mit 
Biomaterial von Plattenkulturen der entsprechenden Stämme beimpft und über Nacht bei 
28°C und 220 rpm kultiviert. Die Vorkultur wurde durch Zentrifugation (3.500 rpm, 5 min, 
RT) geerntet, mit 1 x Mineralsalzen gewaschen und anschließend in 5 ml 1x Mineralsalze 
aufgenommen. Die optische Dichte wurde bestimmt und die Hauptkulturen (Volumen 
100 ml) mit dieser Zellsuspension und einer OD von 2 OD ml-1 beimpft. Die Kultivierung 
erfolgte für mehrere Stunden bei 28°C und 220 rpm.  
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Für die Kultivierung in Produktionsmedium nach Tabuchi et al. (1981) wurde die 
Vorkultur mit demselben Medium wie die Hauptkulturen, aber mit nur 2 % Glycerol, 
angelegt und über 2 – 3 Tage bei 28°C und 220 rpm inkubiert. Die Vorkultur wurde durch 
Zentrifugation (3.500 rpm, 5 min, RT) geerntet und in Produktionsmedium ohne C-Quelle, 
Hefeextrakt und Eisensulfat aufgenommen. Nach Bestimmung der optischen Dichten 
wurden die Hauptkulturen mit je 100 ml des Produktionsmediums nach Tabuchi et al. 
(1981) mit einer optischen Dichte von 2 OD ml-1 beimpft. Anschließend erfolgte eine 
Kultivierung bei 28°C und 220 rpm bis zu 500 h.  
2.4.2 Kultivierungsmedien für die Kultivierung von Y. lipolytica 
Die Kultivierungsmedien wurden vor Benutzung 20 Minuten bei 121°C autoklaviert oder 
sterilfiltriert. Zur Kultivierung auf Festmedium wurde dem Flüssigmedium 2 % Agar 
zugesetzt. 
 
Die Vollmedien YPD (Yeast extract Peptone Dextrose) und YPG (Yeast extract Peptone 
Glycerole) enthielten: 
1  % (w/v) Hefeextrakt       
2  % (w/v) Pepton       
2  % (w/v) Glucose oder 2  % (v/v) Glycerol 
 
Minimalmedium (M) für Wachstum und zur Bestimmung der Enzymaktivitäten enthielt 
Mineralsalze, Spurenelemente, Thiaminhydrochlorid sowie eine C-Quelle. 
 
Mineralsalzlösung (10x SL, sterilfiltriert) für Minimalmedium 
3,0 g L-1 (NH4)2SO4 
1,0 g L-1 KH2PO4 
0,16 g L-1 K2HPO4 x 3 H2O 
0,70 g L-1 MgSO4 x 7 H2O 
0,50 g L-1 NaCl 
0,40 g L-1 Ca(NO3)2 x 4 H2O 
 
Spurenelemente (1000x SL, sterilfiltriert, gelagert bei 4°C) 
500 µg L-1 H3BO3 
40 µg L-1 CuSO4 x 5 H2O 
100 µg L-1 KI 
400 µg L-1 MnSO4 x 4 H2O 
200 µg L-1 Na2MoO4 x 2 H2O 
400 µg L-1 ZnSO4 x 7 H2O 
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200 µg L-1 FeCl3 x 6 H2O (Zugabe von konzentrierter HCl zur Lösung des 
FeCl3) 
Vitamin (1000 x SL, sterilfiltriert) 
300 µg L-1 Thiamin-HCl 
 
 C-Quellen 
1 % (w/v) Glucose oder 
1 % (v/v) Glycerol 
 
Das Medium zur Produktion von Succinat und anderen organischen Säuren modifiziert 
nach Tabuchi et al. (1981) enthielt: 
3,0 g L-1 NH4Cl 
0,1 g L-1 KH2PO4 
0,5 g L-1 MgSO4 x 7 H2O 
0,035 g L-1 FeSO4 x 7 H2O 
2,5 g L-1 Hefeextrakt 
 
C-Quellen 
10 % (w/v)  Glucose  
10 % (w/v)  Glycerol oder 
5 % (v/v)  Sonnenblumenöl 
 
Dieses Medium wird in dieser Arbeit auch als Succinatproduktionsmedium (SPM) 
benannt.  
 
pH-Wert  
Der pH-Wert zur Produktion organischer Säuren in SPM sollte bei ca. 5,0 – 5,5 liegen. 
Während der Kultivierung wurde der pH-Wert der Kulturen mittels pH Indikatorstreifen 
pH 0 – 6 Acilit® kontrolliert und gegebenenfalls mit 10 N NaOH oder 6 M HCl auf pH 5,0 
bis 5,5 eingestellt. 
 
2.4.3 Kontrolle des Kultivierungsverlaufs 
Der Kultivierungsverlauf der Hefekulturen wurde durch Messung der optischen Dichte bei 
600 nm und Bestimmung des pH-Wertes kontrolliert. Die OD600 und der Gesamtverbrauch 
an NaOH dienten als Parameter für die Zunahme der Biomasse. 
Zur Messung der optischen Dichte wurden die Proben mit Wasser entsprechend verdünnt 
und gegen Wasser bei 600 nm gemessen. Die optische Dichte der Kulturen mit 
Sonnenblumenöl als C-Quelle wurde nach Entfernung des Öls gemessen. 
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Messung der optischen Dichte der Kulturen mit Sö als C-Quelle 
Die Probe wurde mit 1/10 ihres Volumens an 10 % Tween 80 versetzt und 5 min stark 
geschüttelt. Anschließend wurde bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge 
zentrifugiert. Nach Auffüllen und Resuspendieren des Pellets mit Wasser auf das 
Ausgangsvolumen wurden erneut Tween 80 (10 %) zugesetzt, geschüttelt, zentrifugiert 
und das Pellet resuspendiert. Nach entsprechender Verdünnung wurde die optische Dichte 
bestimmt. 
2.4.4 Kultivierung von E. coli 
E. coli wurde in flüssigem oder auf festem LB-Medium bei 37°C kultiviert. Die Selektion 
Ampicillin-resistenter Klone von E. coli erfolgte mit Hilfe des Zusatzes von 100 µg/ml 
Ampicillin. 
 
Luria-Bertani-Medium (LB) nach Sambrook et al. (1989) enthielt:  
1 % (w/v) Pepton 
0,5 % (w/v) Hefeextrakt  
1 % (w/v) NaCl 
Dem festen LB-Medium wurden 15  % Agar zugesetzt. 
 
2.5 Gentechnische Methoden 
2.5.1 Präparation von Gesamt-DNA aus Yarrowia lipolytica nach mechanischem  
Zellaufschluss mit Glasperlen  
Für die Präparation der Gesamt-DNA aus Hefen nach Hoffman und Winston (1987) 
wurden die ausgewählten Stämme in 10 ml YPD bis zur stationären Phase (ca. 2 bis 5 x 
108 Zellen pro ml Kultur) bei 28°C und 220 rpm kultiviert. Die Zellernte erfolgte durch 
Zentrifugation (3.000 rpm, 5 min). Der Überstand wurde verworfen und das erhaltene 
Pellet in 0,5 ml sterilem destilliertem Wasser resuspendiert. Nach Wiederholung der 
Zentrifugation und Entfernung des Überstandes wurde das Pellet in 200 µl der TEST-
Lösung resuspendiert. Danach wurden ca. 0,3 g Glaskügelchen (∅ 0,45 mm) und 200 µl 
des Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches zugegeben. Die Probe wurde 3 bis 4 
min stark gevortext und anschließend mit 200 µl TE-Puffer (pH 8,0) versetzt. Die 
wässrige, obere Phase (DNA-haltige Phase) wurde durch Zentrifugation (13.000 rpm, 5 
min) abgetrennt und in neues Reaktionsgefäß überführt. Die Phenol/Chloroform-
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Extraktion wurde mit 400 µl des Phenol/Chloroform-Gemisches wiederholt. Nachdem der 
wässrige Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt wurde, wurde die Extraktion mit 
je 400 µl des Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches zweimal wiederholt. Nach 
Überführung des wässrigen Überstandes in ein neues Reaktionsgefäß wurde die DNA im 
Ansatz nach Zugabe von 40 µl Natriumacetat (3 M, pH 5,2) und 1 ml Ethanol (99,8  %) 
und vorsichtigem Mischen bei – 20°C für ca. 10 min gefällt. Das durch anschließende 
Zentrifugation (13.000 rpm, 10 min) und vorsichtige Abnahme des Überstandes erhaltene 
Pellet wurde leicht unter Vakuum (Speed-Vac) getrocknet. Das Pellet wurde in 30 – 50 µl 
TE-Puffer mit RNaseA (Endkonzentration 100 µg/ml) aufgenommen und bei 37°C für ca. 
1 h inkubiert. Anschließend wurde die DNA-Konzentration mittels Agarose-
Gelelektrophorese überprüft. Die extrahierte DNA wurde bei – 20°C gelagert. 
 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol:  im Verhältnis 25:24:1 
Chloroform/Isoamylalkohol:   im Verhältnis 24:1 
TE-Puffer, pH 8,0:    10 mM Tris-HCl 
      1 mM EDTA 
      autoklaviert 
TEST-Puffer:       10 mM Tris-HCl, pH 8,0 
      1 mM EDTA 
      2 % (v/v) Triton X-100 
      1 % (v/v) SDS 
RNaseA (DNAse frei): Stammlösung [10 mg/ml] in 10 mM Tris-HCl, 
pH 7,5 und 15 mM NaCl;  hitzeinaktiviert für 
15 min bei 100°C 
 
2.5.2 Plasmidisolierung aus E. coli 
Zur Isolation von Plasmiden aus E. coli wurde nach dem „Jetstar Plasmid Purification Midi 
Kit“ (Genomed) oder dem „Invisorb® Spin Plasmid Mini Two Kit“ (Invitek) verfahren. 
Dazu wurden ca. 5 ml einer über Nacht Kultur geerntet. 
Zur Überprüfung von putativen E. coli-Transformanden nach einer Transformation in E. 
coli wurden die Plasmide modifiziert nach Sambrook et al. (1989) isoliert.  
2.5.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
Die Amplifikation der für die Vektorkonstruktion benötigten DNA-Fragmente wurde 
mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) durchgeführt. Für die DNA-Synthese wurde 
dabei die Platinum® Pfx-DNA Polymerase (Invitrogen) verwendet. Die 
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Schmelztemperatur Tm der Primer, die in Tabelle 2.2.7 aufgelistet sind, wurde nach der 
Formel  
Tm = 69,3 + 0,41 * G/C – 650/n  
berechnet, wobei G/C den prozentualen Anteil an Guanin und Cytosin im primenden 
Bereich des Primers (n) darstellt. Die Annealingtemperatur lag 3°C unter der niedrigsten 
Tm des Primerpaars. Die verwendeten Komponenten und ihre Zusammensetzung sind in 
Tabelle 2.5 aufgelistet, die Parameter der PCR in Tabelle 2.6.  
Tabelle 2.5: Konzentrationen der im PCR-Ansatz verwendeten Komponenten.  
Komponenten Stammlösung Endkonzentration 
10x Pfx Amplification Buffer 10x 1x 
MgSO4 50 mM 2,5 mM 
dNTP-Mix 10 mM je dNTP 250 µM 
PCRx Enhancer Solution 10x 0,5x 
Primer  Je 10 µM 1 µM 
Pfx Polymerase 5 U µl-1 1,25 U 
Template  25 – 50 ng 
 
Tabelle 2.6: Reaktionsbedingungen der PCR zur Amplifikation von DNA-Fragmenten.  
 Temperatur Dauer  
Initiale Denaturierung 94°C 2 min 
Denaturierung 94°C 15 sec 
Annealing  Tm – 3°C 30 sec 
Synthese 68°C 1 min pro 1 kb des Produkts 
Terminale Synthese 68°C 7 min 
 
25x 
 
 
Für die Synthese des KGD1 ORFs mit den nativen Promotor- und Terminatorbereichen 
wurde eine Synthesezeit von 6 min plus 5 sec je Synthesezyklus gewählt.  
2.5.4 Agarose-Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung und Konzentrationsbestimmung von DNA-Fragmenten wurde eine 
Agarose-Gelelektrophorese mit einem waagerechten Gel bei 10 V cm-1 in 1x TAE-Puffer 
durchgeführt. Die Gele wurden aus 0,8%iger Agarose und 2 µl je 100 ml 
Ethidiumbromidlösung (SL: 10 mg ml-1) in 1x TAE-Puffer hergestellt. Zu den Proben 
wurde vor der Elektrophorese 1/5 Volumen Ladepuffer (6x) oder Glycerol (50-%ig) 
zugegeben. Als Molekulargewichtsstandard wurde die GeneRulerTM 1 kb DNA Leiter von 
Fermentas eingesetzt. Nach der Elektrophorese erfolgte der Nachweis der DNA-
Ethidiumbromid-Komplexe mit Hilfe eines UV-Transilluminators bei 312 nm. 
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50 x TAE:    242 g Tris 
57,1 ml Eisessig 
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
mit destilliertem Wasser auf 1 L aufgefüllt 
6 x Ladepuffer:   30 % Glycerol (v/v) 
0,05 % Bromphenolblau  
1 Tropfen 1  % Tris 
2.5.5 Bestimmung der DNA-Konzentration 
Für die Bestimmung der DNA-Konzentration wurde eine Agarosegelelektrophorese mit 
einer definierten Menge (meist 1 µl) der DNA-Lösung und λ-DNA (SL: 25 ng µl-1), die in 
definierten Mengen eingesetzt wurde, durchgeführt. Die DNA-Konzentration konnte nach 
Abschluss der Elektrophorese durch Vergleich der Fluoreszenzintensitäten der Probe mit 
der λ-DNA abgeschätzt werden.  
2.5.6 Restriktionsverdau 
Für präparative Restriktionsspaltungen wurden 4 – 6 µg Plasmid-DNA bzw. 4 µg der 
durch PCR amplifizierten DNA mit 10 – 30 Units Restriktionsenzym verdaut. Die 
Inkubation erfolgte in dem für das Enzym optimalen Reaktionspuffer bei 37°C für 3 h oder 
über Nacht. Zur analytischen Restriktionsspaltung wurden ca. 200 – 500 ng DNA mit 5 
Units Enzym und mit dem entsprechenden Puffer für ca. 1 bis 2 Stunden bei 37°C 
inkubiert. Die Restriktionsenzyme wurden von Fermentas bezogen.  
2.5.7 Dephosphorylierung von linearen DNA-Fragmenten 
Um die Religation von linearisierten Plasmiden zu verhindern, wurden die durch den 
Restriktionsverdau entstandenen überhängenden Enden mit Hilfe einer thermosensitiven 
Alkalischen Phosphatase dephosphoryliert. Dazu wurde die gesamte durch 
Restriktionsverdau erhaltene Plasmid-DNA eingesetzt und durch Zugabe von einer Unit 
der Phosphatase sowie der entsprechenden Menge des Phosphatasepuffers für 30 min bei 
37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 15 minütiger Inkubation bei 65°C abgestoppt.  
2.5.8 Ligation von DNA-Fragmenten 
Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe einer T4 DNA Ligase. Dazu wurden 
das einzufügende Fragment und die Vektor-DNA im Verhältnis 3:1 gemischt, so dass nach 
Zugabe des Ligase-Puffers in der entsprechenden Konzentration und 3 Units der T4 DNA 
Ligase ein Reaktionsvolumen von 20 µl erhalten wurde. Der Ligationsansatz wurde bei 
16°C über Nacht inkubiert. Der Ligationsansatz wurde vor Einsatz bei einer 
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Transformation in E. coli gegen A. dest auf einer Membran (Millipore, Porendurchmesser 
0,025 μm) für mindestens 10 min dialysiert. 
2.5.9 Reinigung von DNA-Fragmenten und Plasmiden 
Um für weitere Reaktionen störende Puffer aus einem DNA-Ansatz zu entfernen, wurde 
die DNA mit Hilfe des „MSB® Spin PCRapace Kits“ (Invitek) gereinigt. 
2.5.10 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen 
DNA wurde mit Hilfe des „Invisorb® Spin DNA Extraction Kit“ (Invitek) aus dem 
Agarose-Gel extrahiert. 
2.5.11 Herstellung und Transformation elektrokompetenter E. coli Zellen 
Elektrokompetente E. coli Zellen wurden nach der Methode von Dower et al. (1988) 
hergestellt und transformiert. Kompetente Zellen wurden bei –80°C gelagert. Zur 
Transformation wurden 40 µl elektrokompetente E. coli Zellen und 5 µl des dialysierten 
Reaktionsansatzes in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette gegeben. Nach Anlegen 
eines elektrischen Puls (1,8 kV; MicroPulserTM, BioRad) wurde sofort 1 ml SOC-Medium 
(Sambrook et al. 1989) zu den Zellen gegeben. Nach Inkubation der Zellen bei 37°C für 
1 Stunde wurden sie zur Selektion auf LB-Platten mit Ampicillin ausplattiert und über 
Nacht bei 37°C inkubiert. 
 
SOC-Medium:  2 % (w/v) pankreatisches Pepton aus Casein 
0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
10 mM NaCl  
10 mM MgCl2 
2,5 mM KCl  
20 mM Glucose 
2.5.12 DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzierung der konstruierten Plasmid zur Verifizierung der DNA-Sequenz erfolgte 
bei der Eurofins MWG GmbH. Die für die Sequenzierung verwendeten Primer sind in 
Tabelle 2.2.7 angegeben.  
2.5.13 Integrative Transformation von Y. lipolytica 
Die integrative Transformation von Plasmid-DNA in das Genom von Y. lipolytica erfolgte 
mittels Lithiumacetat-Methode nach Barth und Gaillardin (1996). 
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2.5.13.1 Herstellung von kompetenten Yarrowia lipolytica Zellen 
Zur Herstellung von kompetenten Zellen wurden für eine Vorkultur 5 ml YPD (pH 4,0) in 
einem 100 ml Erlenmeyerkolben mit Zellmaterial von Y. lipolytica H222-S4 beimpft und 
mehrere Stunden bei 28°C und 220 rpm inkubiert. Für die Hauptkultur wurden 10 ml YPD 
(pH 4,0) in 250 ml-Kolben mit 105 Zellen/ml beimpft und über Nacht bei 28°C und 220 
rpm geschüttelt. Die Hauptkultur wurde bei einer Zellzahl von 9 x 107 Zellen/ml bis 1,2 x 
108 Zellen/ml durch Zentrifugation (3.500 rpm, 5 min, 28°C) geerntet und zweimal mit 10 
ml sterilem TE-Puffer (pH 8,0) gewaschen. Das Pellet wurde mit sterilem 0,1 M 
Lithiumacetatpuffer (pH 6,0) zu einer Zellzahl von 5 x 107 Zellen/ml resuspendiert und 
eine Stunde bei leichtem Schütteln (100 rpm) und 28°C inkubiert. Anschließend wurde 
durch Zentrifugation ein Pellet erhalten, dass mit einem Zehntel des Volumens an LiAc-
Puffer resuspendiert wurde. Die kompetenten Zellen wurden möglichst sofort verwendet 
bzw. bis zur Verwendung in Eis gelagert.  
 
YPD (pH 4,0): 1  % Hefeextrakt 
   1  % Pepton 
   1  % Glucose 
   50 mM Natriumcitrat pH 4,0 
 
2.5.13.2 Integrative Transformation von Yarrowia lipolytica  
Für die integrative Transformation eingesetzte Plasmide mussten vor der Transformation 
linearisiert werden. Die Linearisierung der Plasmide p64KGD1, p64KGD2 und p64LPD1 
erfolgte in der rDNA-Region mit dem Restriktionsenzym SacII. Zur Kontrolle wurde 
p65ICL1 transformiert, das ebenfalls mittels SacII linearisiert wurde. Die linearen 
Expressionskassetten zum Austausch des SDH2-Promotors wurden durch 
Restriktionsverdau mit den Enzymen MluI und KspAI aus den Plasmiden pSpIvS-Ura und 
pSpPS-Ura gewonnen.  
Von den zu integrierenden DNA-Fragmenten wurden 250 ng (Expressionskassetten) – 1 
µg (Plasmide) in einem Volumen von 5 µl eingesetzt und bei 95°C (Blockthermostat) für 5 
min denaturiert. Nach Zugabe von 5 µl Carrier-DNA (Heringssperma-DNA, 10 mg/ml, 
denaturiert) und 100 µl kompetenten Zellen wurde der Ansatz vorsichtig gemischt. 
Anschließend erfolgte eine 15minütige Inkubation bei 28°C (Brutschrank). Nach Zugabe 
von 700 µl 40 % PEG4000 (gelöst in 0,1 M Lithiumacetatpuffer, pH 6,0) erfolgte eine 
weitere Inkubation bei 28°C und leichtem Schütteln (100 rpm) für eine Stunde. Dann 
wurden die Zellen bei 39°C (Wasserbad) für 10 min hitzegeschockt. Nach Zugabe von 1,2 
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ml 0,1 M LiAc-Puffer wurden die Zellen auf Minimalmedium mit Glucose als 
Selektionsnährmedien ausplattiert und mehrere Tage lang bei 28°C inkubiert.  
2.5.14 Southern Hybridisierung 
Zum Nachweis der Integration der Vektoren ins Genom von Y. lipolytica wurden die 
jeweiligen Gene/Expressionskassetten in einer Southern Hybridisierung mittels einer 
spezifischen DNA-Sonde nachgewiesen. 
 
2.5.14.1 Restriktionsverdau und Gelelektrophorese 
Für den Restriktionsverdau wurde ca. 1 µg der genomischen DNA der isolierten 
Transformanden eingesetzt und in einem Reaktionsvolumen von 20 µl mit 10 U eines 
geeigneten Restriktionsenzyms über Nacht inkubiert. Die genutzten Restriktionsenzyme 
für den jeweiligen Nachweis sind in Tabelle 2.7 aufgelistet. Als Längenstandards dienten 
die λ-DNA-Marker 2 (HindIII) oder 3 (HindIII/EcoRI) von Fermentas.  
 
Tabelle 2.7: Übersicht über die zum Schneiden der genomischen DNA verwendeten Restriktionsenzyme für 
die Southern Blot Hybridisierung. 
 
Restriktionsenzym Verwendung der genomischen DNA 
XbaI Nachweis der Integration von p64KGD1, p64KGD2 und p64LPD1 
XhoI Nachweis der Integration von pSDH2-lox-URA3-lox-pICL1-SDH2 
PstI Nachweis der Integration von pSDH2-lox-URA3-lox-pPOT1-SDH2 
EcoRV Nachweis der Integration von p64PYC1 
 
2.5.14.2 Blot der DNA auf eine Membran 
Mit Hilfe eines Vakuumblotters (80 bis 100 mbar) wurde die DNA aus dem Gel auf eine 
Nylonmembran  (Hybond-N, Amersham) transferiert. Das Gel wurde vor dem Transfer der 
DNA nacheinander mit Depurinierungs-, Denaturierungs- und Neutralisierungslösung 
behandelt, um den Transfer der DNA zu erleichtern. Anschließend erfolgte der Transfer 
mit einem Hochsalzpuffer (20x SSC) für eine Stunde. Danach wurde die Membran 
getrocknet und die DNA durch UV-Crosslinking (0,125 J, 3 min) kovalent an die 
Membran gebunden. 
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Depurinierungslösung: 0,25 M HCl 
Denaturierungslösung: 1,5 M NaCl 
    0,5 M NaOH 
Neutralisierungslösung: 1,5 M NaCl 
    0,5 M Tris-HCl pH 7,5 
20 x SSC   0,3 M  Natriumcitrat 
    3 M NaCl 
 
2.5.14.3 Vorbereitung der Sonde 
In dieser Arbeit wurden Digoxigenin-markierte Sonden eingesetzt. Die für die 
Sondenherstellung verwendeten DNA-Fragmente wurden teilweise mittels PCR oder durch 
Restriktion aus einem Vektor gewonnen (Tabelle 2.8). Zum Nachweis des 
Längenstandards wurde eine Sonde gegen die eingesetzte λ-DNA verwendet. Die DNA-
Sonden wurden nach der Vorschrift des „Random primed DNA labeling“ der Firma Roche 
hergestellt unter Verwendung des Klenow-Fragments von Fermentas.   
Vor Einsatz der Sonden-DNA wurde diese für 5 min bei 95°C denaturiert und dann sofort 
auf Eis gestellt.  
 
Tabelle 2.8: Herkunft, Eigenschaften und Zweck der für die Sondenherstellung verwendeten DNA-
Fragmente. 
Sonden-DNA Herkunft Eigenschaften Verwendungszweck 
KGD1s 
Durch 
Restriktionsverdau mit 
Van91I aus p64KGD1 
1,7 kb 
bindet im KGD1 ORF 
Nachweis der 
Integration von 
p64KGD1 
KGD2s 
Durch 
Restriktionsverdau mit 
BglII/XbaI aus p64KGD2 
2,5 kb 
bindet im KGD2 ORF 
Nachweis der 
Integration von 
p64KGD2  
LPD1s 
Durch 
Restriktionsverdau mit 
MluI/XbaI aus p64LPD1 
3,5 kb 
bindet im LPD1 ORF 
Nachweis der 
Integration von 
p64LPD1 
PYC1s 
Mittels PCR, Primer: 
PYC-Sonde1 und PYC-
Sonde2, Template 
p64PYC 
1,2 kb 
bindet im PYC1 ORF 
Nachweis der 
Integration von 
p64PYC1 
pICL1s 
Mittels PCR, Primer: 
Sonde-ICL1-for und 
Sonde-ICL1-rev, 
Template pSpIvS-Ura 
0,64 kb 
bindet in pICL1 
Nachweis der 
Integration von 
pSDH2-lox-URA3-
lox-pICL1-SDH2 
pPOT1s 
Mittels PCR, Primer: 
Sonde-POT1-for und 
Sonde-POT1-rev, 
Template pSpPS-Ura 
0,64 kb 
bindet in pPOT1 
Nachweis der 
Integration von 
pSDH2-lox-URA3-
lox-pPOT1-SDH2 
 
Material und Methoden  
40 
2.5.14.4 Hybridisierung der DNA mit einer Sonde 
Um eine gleichmäßige Inkubation der Nylonmembran mit der Sonde zu gewährleisten, 
wurden die folgenden Schritte in einer Hybridisierungsröhre unter ständiger Rotation in 
einem Hybridisierungsofen (HB-1000 Hybridizer, UVP Laboratory Products) 
durchgeführt.  
Die getrocknete Membran wurde bei 65°C für 30 min mit Hybridisierungspuffer 
(0,2 ml cm-² Membran) prähybridisiert. Dann wurden die jeweiligen Sonden (1 – 2 µl pro 
ml Hybridisierungspuffer) und die Sonden-DNA für den Längenstandard (0,5 µl pro ml 
Hybridisierungspuffer) zugeben. Die Hybridisierung erfolgte bei 65°C über Nacht.  
 
Hybridisierungspuffer: 5 x SSC 
    0,1 % (w/v) SDS 
    0,1 % (w/v) N-Laurylsarcosin 
    1x Blockstammlösung (10 %) 
Blockstammlösung:  10 % Blockingreagenz (Roche) in Maleinsäurepuffer  
Maleinsäurepuffer:  0,1 M Maleinsäure 
    0,15 M NaCl 
    pH 7,5 
 
2.5.14.5 Waschen, Blocken und Sondennachweis 
Die Membran wurde bei 65°C zweimal 5 min mit 100 ml Waschlösung I, dann zweimal 
15 min mit 100 ml Waschlösung II gewaschen. Nach kurzer Inkubation der Membran in 
Waschlösung III bei RT, erfolgte die Blockierung mit Blocklösung (1 ml cm-2 Membran) 
für 30 min bei RT und danach eine Inkubation für 30 min in Antikörperlösung (0,2 ml cm-2 
Membran) bei RT. Nach dem Waschen mit Waschlösung III (2 x 15 min mit je 100 ml) 
wurde die Membran in 20 ml Detektionspuffer äquilibriert. Anschließend wurde die 
Membran mit Detektionsreagens (0,05 – 0,1 ml cm-2 Membran) für 5 min überschichtet. 
Die Signale der gebundenen Sonde wurden mit Hilfe des Chemilumineszenzgeräts 
FluorChemTM SP und der Software AlphaEase FC detektiert (Expositionszeit 5-30 min).  
Waschlösung I: 2 x SSC 
 0,1 % (w/v) SDS 
Waschlösung II: 0,5 x SSC 
 0,1 % (w/v) SDS 
Waschlösung III: 0,1 M Maleinsäure 
 0,3 M NaCl 
 0,3 % (v/v) Tween 20,  pH 7,5 
Material und Methoden 
41 
Blocklösung: 1:10-Verdünnung der Blockstammlösung in Maleinsäurepuffer 
Antikörperlösung: 5000fache Verdünnung von Anti-Digoxigenin-AP-Konjugat in  
 Blocklösung 
Detektionspuffer: 0,1 M Tris-HCl 
 1 mM EDTA 
 pH 8,0 
Detektionsreagens CDP-Star (Roche) 
 
2.6 Plasmidkonstruktion 
2.6.1 Konstruktion des integrativen multicopy Vektors p64T 
Als Ausgangsvektor für die Konstruktion der Vektoren p64KGD1, p64KGD2 und 
p64LPD1 sollte ein integrativer multicopy Vektor mit rDNA als Integrationssequenz 
dienen. Der in der Stammsammlung des Instituts für Mikrobiologie vorliegende Vektor 
p64PT erfüllte diese Voraussetzungen. Neben der rDNA als Integrations-Target-Sequenz 
enthielt p64PT (Abb. 6.1) das URA3-Allel ura3d4, das aufgrund der Verkürzung des 
Promotorbereichs mehrfach ins Genom integriert werden muss, um eine Uracilauxotrophie 
zu kompensieren (Juretzek et al. 2001). Dieser Vektor wurde zur Konstruktion des 
eigentlichen Empfängerplasmids für die Integration der KGD1, KGD2 und LPD1 ORFs 
verwendet. Dazu wurde p64PT mit dem Restriktionsenzym ApaI verdaut und das 6,4 kb 
Fragment zum neuen Vektor p64T (Abb. 6.2) ligiert.  
2.6.2 Konstruktion von p64KGD1, p64KGD2 und p64LPD1 
Ausgehend von p64T wurden die integrativen multicopy Plasmide p64KGD1, p64KGD2 
und p64LPD1 durch Integration der entsprechenden ORFs mit nativen Promotor- und 
Terminatorbereichen in p64T konstruiert. Für die Konstruktion des 12,1 kb großen 
Plasmids p64KGD1 (Abb. 6.3) wurde der KGD1 ORF mit ca. 1 kb großen Promotor- und 
Terminatorbreichen mittels PCR amplifiziert. Unter Verwendung der Primer KGD1for 
(BglII-Schnittstelle eingeführt) und KGD1rev und der Pfx-Polymerase entstand ein 5,8 kb 
großes DNA-Fragment. Nach Verdau mit dem Restriktionsenzym BglII wurde das PCR-
Produkt in den ebenfalls mit BglII behandelten Vektor p64T mit Hilfe der T4 DNA Ligase 
integriert und die Konstrukte in E. coli transformiert. Nach Verifizierung der Sequenz 
mittels Sequenzierung (Primer in Tab. 2.3) wurde ein fehlerfreies Plasmid von p64KGD1 
ausgewählt. Für die Konstruktion des 9,5 kb großen Plasmids p64KGD2 (Abb. 6.4) und 
p64LPD1 (10 kb, Abb. 6.5) wurden ebenfalls die ORFs mit ca. 1 kb großen Promotor- und 
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Terminatorbereichen mittels PCR amplifiziert (Primer KGD2for, KGD2rev und LPD1for, 
LPD1rev). Die 3,2 kb (KGD2) und 3,8 kb (LPD1) großen PCR-Produkte wurden mit BglII 
(KGD2) oder NdeI/MluI (LPD1) verdaut. Die Schnittstellen wurden mit Hilfe der Primer 
an den Enden eingeführt (Tab. 2.3). Die verdauten DNA-Fragmente wurden anschließend 
mit dem Vektor p64T, der mit den gleichen Restriktionsenzymen behandelt wurde, ligiert 
und die Konstrukte in E. coli transformiert. Nach Sequenzierung verschiedener Klone mit 
den entsprechenden Sequenzierprimern (Tab. 2.3) wurden jeweils für p64KGD2 und 
p64LPD1 Klone ausgewählt, die eine fehlerfreie Sequenz des integrierten PCR-Produkts 
aufwiesen.  
2.6.3 Konstruktion der Expressionskassetten zum Austausch des SDH2-
Promotors 
Die Konstruktion der Expressionskassetten zum Austausch des SDH2-Promotors gegen 
pICL1 bzw. pPOT1 wurde von S. Angermann und S. Zobel durchgeführt (unveröffentlicht) 
und wird der Vollständigkeit halber hier beschrieben.  
Als Ausgangsplasmid diente pUCBM21 (Abb. 6.6). In diesen wurde zuerst das mit den 
Primern pSDH2-fw und pSDH2-rv amplizierte SDH2-Promotorfragment pSDH2 (569 bp) 
in der NcoI-Schnittstelle integriert. Mittels PCR wurden ein 1242 bp großes Fragment des 
SDH2 ORFs (Primer: SDH2-fw und SDH2-rv) und ein 776 bp großes pICL1-Fragment 
(Primer: pICL1-fw und pICL1-rv) amplifiziert und diese mittels Overlap-PCR fusioniert 
(Primer: overlap-fw und overlap-rv). Nach Verdau mit den Restriktionsenzymen BamHI 
und EcoRI wurden dieses pICL1-SDH2’-Fragment in den pSDH2 enthaltenen Vektor, 
ebenfalls BamHI und EcoRI verdaut, integriert. In dieses Konstrukt wurde das 2,16 kb 
große pICL1-Fragment, das mittels KpnI und BamHI Verdau aus dem Plasmid p64PT 
gewonnen wurde, zwischen die KpnI- und BamHI-Schnittstellen kloniert. Zum Schluss 
erfolgte die Integration der loxR-URA3-loxP-Kassette in dieses Plasmid mit der ´pSDH2-
pICL1-SDH2’-Kassette, das mit XbaI und KpnI verdaut wurde. Die 1,4 kb große 
Expressionskassette wurde aus dem in Abbildung 6.7 dargestellten Plasmid JMP113 
(Fickers et al. 2003) mittels XbaI/KpnI-Verdaus isoliert. Schließlich wurde das 8196 bp 
große Plasmid pSpIvS-Ura (Abb. 6.8) erhalten, welches die Expressionskassette ´pSDH2-
loxR-URA3-loxP-pICL1-SDH2’ zum Austausch des nativen SDH2-Promotors gegen den 
ICL1-Promotor enthielt. Diese wurde durch KspAI/MluI-Verdau aus dem Plasmid isoliert 
und für die Transformation in Y. lipolytica verwendet.  
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Das ´pSDH2-loxR-URA3-loxP-pPOT1-SDH2’ enthaltene Plasmid pSpPS-Ura (Abb. 6.9) 
wurde ausgehend von pSpIvS-Ura konstruiert. Dafür wurde pSpIvS-Ura mit den 
Restriktionsenzymen KpnI und MluI verdaut und das 4773 bp große Fragment (mit 
´pSDH2 und URA3) isoliert. Dann wurden das mittels PCR gewonnene SDH2’- (838 bp, 
Primer: SDH2-pPOT1-fw, SDH2-MluI-rv) und das pPOT1-Fragment (1538 bp, Primer: 
KpnI-pPOT1-fw und pPOT1-SDH2-rv) in einer Overlap-PCR mit den Primern KpnI-
pPOT1-fw und SDH2-MluI-rv zu einem 2336 bp großen Konstrukt fusioniert. Dieses 
Konstrukt wurde mit KpnI und MluI verdaut und mit dem 4773 bp Fragment von pSpIvS-
Ura ligiert. Schließlich wurde ein pSpPS-Ura Plasmid mit einer Größe von 7,1 kb isoliert, 
das die Expressionskassette ´pSDH2-loxR-URA3-loxP-pPOT1-SDH2’ zum Austausch des 
nativen SDH2-Promotors gegen den POT1-Promotor enthielt. Auch diese 
Expressionskassette konnte mittels KspAI/MluI-Verdau aus dem Plasmid isoliert und für 
die Transformation in Y. lipolytica verwendet werden.  
Zur Überprüfung der Sequenz wurden beide Expressionskassetten mit den Primern 
Seq1-pICL1 – 3 und Seq2-pPOT1 sequenziert.  
 
2.7 Biochemische Methoden 
2.7.1 Zellaufschluss der Hefezellen zu Bestimmung von Enzymaktivitäten 
Der Zellaufschluss erfolgte modifiziert nach Ermakova et al. (1986). Es wurden 5 bis 30 
ml Zellkultur (50 – 100 OD) bei 4°C und 4700 rpm geerntet und in 1 ml eiskaltem 
Zellaufschlusspuffer resuspendiert, nochmals zentrifugiert und in eiskaltem 
Zellaufschlusspuffer aufgenommen. Zum resuspendierten Zellpellet wurden Glasperlen (∅ 
0,75-1,0 mm, Roth) gegeben. Der mechanische Aufschluss erfolgte durch kräftiges 
Schütteln (10 min, 30 s-1) in der Schwingmühle bei 4°C. Anschließend wurde das 
Homogenat bei 3000 x g und 4°C 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde als zellfreier 
Extrakt für die Bestimmung der Enzymaktivitäten verwendet.  
 
Zellaufschlusspuffer:   0,1 M Tris-HCl, pH 7,4 
    5 mM MgCl2 
2.7.2 Bestimmung der Enzymaktivität 
Die Bestimmung der jeweiligen Enzymaktivitäten erfolgte im zellfreien Extrakt durch 
photometrische Messung der Extinktionsänderungen (Spektralphotometer Uvikon) bei den 
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für die verschiedenen Enzymassays angegebenen Wellenlängen. Die Messung erfolgte in 
1,5-ml Küvetten in einem Reaktionsvolumen von 1 ml unter Einsatz von 10 – 100 µl 
zellfreien Extrakt.  
 
Nach Bestimmung der Proteinkonzentrationen nach der Methode von Bradford (1976) 
wurden die spezifischen Enzymaktivitäten nach folgender Formel berechnet: 
 
 
 
ΔE  Extinktionsänderung [min-1] 
ε stoffspezifischer Extinktionskoeffizient [L mmol-1 cm-1] 
d Schichtdicke der Küvette [cm] 
VF Verdünnungsfaktor 
cProtein Proteinkonzentration im zellfreien Extrakt [mg ml-1] 
 
2.7.3 Aktivitätsbestimmung der α-Ketoglutarat-Dehydrogenase 
Bei der durch die α-Ketoglutarat-Dehydrogenase katalysierte, oxidative Decarboxylierung 
wird α-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA und CO2 umgewandelt. Bei dieser Reaktion dient 
NAD+ als Elektronenakzeptor und Coenzym A als Carrier für die Succinylgruppe. Die 
Aktivität der α-Ketoglutarat-Dehydrogenase wurde im zellfreien Extrakt nach der Methode 
von Brown und Perham (1976) durch die direkte Messung der Entstehung von NADH 
(ε = 6,3 L mmol-1 cm-1) bestimmt. Die Messung erfolgte im Uvikon Spektrophotometer bei 
340 nm. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes mit einem Volumen von 1 ml ist in 
Tabelle 2.9 beschrieben.  
 
Tabelle 2.9: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur Bestimmung der KGDH-Aktivität. 
 Stammlösung Endkonzentration 
Kaliumphosphatpuffer 0,5 M, pH 7,4 50 mM 
CoA-SH 5 mM 0,3 mM 
Cystein 26 mM 2,6 mM 
TPP 20 mM 0,2 mM 
MgCl2 100 mM 10 mM 
NAD+ 50 mM 5 mM 
Ketoglutarat 20 mM 4 mM 
 
Spez. Aktivität [U mg-1]  = 
ΔE
ε * d x
VF
cProtein
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2.7.4 Aktivitätsbestimmung der Isocitratlyase 
Die Isocitratlyase ist das Schlüsselenzym des Glyoxylatzyklus. Sie katalysiert die Bildung 
von Succinat und Glyoxylat aus Isocitrat. Die Aktivitätsbestimmung erfolgte im zellfreien 
Extrakt nach einer modifizierten Methode von Dixon und Kornberg (1959). Das Prinzip 
des Assays basiert auf der Messung des Anstiegs der Extinktion bei 324 nm resultierend 
aus der Bildung von Glyoxylat-Phenylhydrazon (ε = 17 L mmol-1 cm-1) aus Glyoxylat und 
Phenylhydrazine. In Tabelle 2.10 ist die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes 
beschrieben. 
 
Tabelle 2.10: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur Bestimmung der ICL-Aktivität. 
 Stammlösung Endkonzentration 
Tris-HCl, pH 7,0 100 mM 53,3 mM 
Cystein-HCl 20 mM 2 mM 
MgCl2 50 mM 5 mM 
D,L-Na-Isocitrat 16,7 mM 1,67 mM 
Phenylhydrazin-HCl 33 mM 3,3 mM 
2.7.5 Aktivitätsbestimmung der Pyruvatcarboxylase 
Die Pyruvatcarboxylase katalysiert die anaplerotische Reaktion, in der Pyruvat durch CO2 
zu Oxalacetat carboxyliert wird. Zur Bestimmung der Aktivität der Pyruvatcarboxylase 
wurde die von van Urk et al. (1989) beschrieben Methode genutzt. Es handelt sich dabei 
um einen gekoppelten Enzymtest, bei dem das bei der Reaktion der Pyruvatcarboxylase 
entstehende Oxalacetat durch eine Malat-Dehydrogenase zu Fumarat umgesetzt wird. Bei 
dieser Reduktion von Oxalacetat wird NADH oxidiert. Die Abnahme von NADH 
(ε = 6,3 L mmol-1 cm-1) wird photometrisch bei einer Wellenlänge von 340 nm verfolgt. 
Der Reaktionsansatz enthielt außerdem ATP, das für die PYC-Reaktion gebraucht wird 
(Tab. 2.11). 
 
Tabelle 2.11: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur Bestimmung der PYC-Aktivität. 
 Stammlösung Endkonzentration 
Tris-HCl, pH 7,8 1 M 100 mM 
MgSO4 100 mM 6,7 mM 
KHCO3 400 mM 40 mM 
Pyrazol 15 mM 1,5 mM 
NADH 1,5 mM 0,15 mM 
Acetyl-CoA 10 mM 90 µM 
Pyruvat 100 mM 10 mM 
Malat-DH 6 U µl-1 6 U 
ATP 33 mM 3,3 mM 
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2.7.6 Aktivitätsbestimmung der Succinatdehydrogenase 
Das Prinzip des Assays zu Bestimmung der Aktivität der Succinatdehydrogenase beruht 
darauf, dass die Succinatdehydrogenase, die durch ihr Substrat Succinat reduziert wird, 
wieder oxidiert werden muss. Dafür werden in einem von Ackrell et al. (1978) 
beschriebenen Test artifizielle Elektronenakzeptoren angeboten, z. B. Phenazinmethosulfat 
(PMS). Dieses wird reduziert und dessen Reoxidation wird durch 2,6-Dichlorphenol-
Indophenol (DCIP), einem weiteren Elektronenakzeptor, ermöglicht. Die Reduktion von 
DCIP (ε = 19,1 L mmol-1 cm-1) wird spektrophotometrisch bei einer Wellenlänge von 
600 nm beobachtet. Die Zusammensetzung des für diese Arbeit modifizierten 
Reaktionsansatzes ist in Tabelle 2.12 aufgelistet. 
 
Tabelle 2.12: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur Bestimmung der SDH-Aktivität. 
 Stammlösung Endkonzentration 
Kaliumphosphatpuffer 0,2 M, pH 7,4 50 mM 
Na-Succinat 0,2 M 20 mM 
DCIP 0,05 % 0,005 % 
PMS 0,33 % 0,033 % 
KCN 0,1 M 1 mM 
 
2.7.7 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
Um den Proteingehalt der zellfreien Extrakte zu bestimmen, wurde eine 
Proteinbestimmung nach Bradford (1976) durchgeführt. Dazu wurden die zellfreien 
Extrakte mit A. dest. entsprechend verdünnt. Davon wurden 160 µl mit 40 µl des Bradford-
Reagens (BioRad) in einer 96-Well-Platte gemischt. Nach einer Inkubation von mindestens 
5 min wurde die Absorption dieser Gemische photometrisch bei 595 nm im Tecan 
Mikroplattenleser gemessen. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde eine 
Kalibrierkurve (0 bis 60 mg L-1) mit BSA als Standard erstellt. Als Blindwert wurde A. 
dest. verwendet. 
 
2.8 Analytische Methoden 
2.8.1 Ionenchromatografie 
Die Analyse der Konzentrationen der während der Kultivierung von Y. lipolytica 
sekretierten organischen Säuren erfolgte mittels Ionenchromatografie unter Verwendung 
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des Ionenchromatographie-Systems ICS-2100 der Firma Dionex (Sunnydale, USA). Die 
Ionenchromatographie-Systeme enthielten folgende Komponenten:  
Isokratische Pumpe und Leitfähigkeitsdetektor IC20, 
Eluentengenerator EG40, 
Autosampler AS40/Autosampler AS50   
Selbstregenerierender Suppressor ASRS 
Trennsäule IonPac AS19 (2 x 250 mm) mit Vorsäule IonPac AS19 (2 x 50 mm)  
Analytiksoftware Chromeleon Version 6.8. 
 
2.8.1.1 Trennmethode und Trennparameter 
Die in dieser Arbeit verwendete Trennmethode zur Identifizierung und Quantifizierung der 
organischen Säuren α-Ketoglutarat, Malat, Succinat und Fumarat wurde am Institut für 
Mikrobiologie etabliert. Die Trennparameter dieser Methode sind in Tabelle 2.13 
aufgelistet.  
 
Tabelle 2.13:  Trennparameter der Ionenchromatografie sowie Retensionszeiten für die organischen Säuren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.8.1.2 Vorbereitung der Proben für die Ionenchromatografie 
Zu bestimmten Zeiten der Kultivierung wurden je 1 ml der Kultur entnommen und je nach 
enthaltener C-Quelle aufbereitet. Abgesehen von den Kulturen, in denen Sonnenblumenöl 
als C-Quelle verwendet wurde, wurden die Proben bei maximaler Geschwindigkeit (5 min, 
4°C) zentrifugiert und der Überstand mit entsprechender Verdünnung in bidestilliertem 
Wasser für die Ionenchromatografie eingesetzt.  
Säule IonPac AS19  
Flussrate 0,3 ml min-1 
Injektionsvolumen 10 µl 
Laufmittel ddH2O 
Eluent 
KOH 
0-3 min: isokratisch, 5 mM 
3-25 min: linear auf 38 mM 
25-36 min: isokratisch 38 mM 
36-38 min: linear auf 5 mM 
38-40 min: isokratisch, 5 mM 
Retentionszeiten (min) 
Pyruvat  
Malat 
Succinat 
α-Ketoglutarat 
Fumarat 
7,5 min 
19,6 min 
20,3 min 
23,4 min 
27,4 min 
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Wurde Sonnenblumenöl als C-Quelle verwendet, so musste dieses vor der Analyse entfernt 
werden. Dazu wurde die Probe mit 0,5 ml n-Hexan versetzt, 5 min stark geschüttelt und 
anschließend 5 min bei maximaler Geschwindigkeit und 4°C zentrifugiert. Die dabei 
entstehende wässrige untere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und erneut 
mit 0,3 ml n-Hexan versetzt, geschüttelt und nochmals zentrifugiert. Wieder wurde die 
wässrige Phase abgenommen und mit entsprechender Verdünnung für die 
ionenchromatografische Analyse eingesetzt. 
 
2.9 Bioinformatik 
Zur Ermittlung der Gensequenzen standen die Saccharomyces-Genom-Datenbank 
(http://www.yeastgenome.org) und die Yarrowia Datenbank des Consortiums Génolevures 
(http://www.genolevures.org/) zur Verfügung. Durch einen Abgleich der Proteinsequenzen 
der Enzyme mit Hilfe der ExPASy-BLAST-Software (Altschul et al. 1997) in 
Saccharomyces cerevisiae mit der Yarrowia Datenbank konnten die Aminosäure- und 
Nukleotidsequenzen der entsprechenden Proteine bzw. Gene in Yarrowia lipolytica 
ermittelt werden. Mit Hilfe der Programme InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/interpro), 
Mitoprot (Claros und Vincens 1996), Predotar (Small et al. 2004), und PTS1 Predictor 
(Neuberger et al. 2003) wurden die Aminosäuresequenzen hinsichtlich dem Vorhandensein 
von mitochondrialen und peroxisomalen Signalsequenzen sowie Domänen untersucht. 
Weiterhin wurde die Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
(http://www.genome.jp/kegg/) genutzt. Für die theoretische Vektorkonstruktion, 
Primerdesign sowie die Analyse von Sequenzdaten wurde die Software Clone Manager 
Professional Suite 8 verwendet.  
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3 Ergebnisse 
Die Hefe Yarrowia (Y.) lipolytica ist unter bestimmten Kultivierungsbedingungen zur 
Produktion verschiedener organischer Säuren fähig. Die Bildung und Sekretion der 
organischen Säuren Citrat, Isocitrat, α-Ketoglutarat und Pyruvat durch diese Hefe wurde in 
der Vergangenheit weitgehend untersucht und beschrieben (Stottmeister et al. 1982; 
Chernyavskaya et al. 2000; Finogenova et al. 2002; Mauersberger et al. 2003; Il'chenko et 
al. 2005; Förster et al. 2007a; Förster et al. 2007b; Kamzolova et al. 2008; Holz et al. 2009; 
Otto 2011; Yovkova 2011). In Voruntersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass 
auch die im Citratzyklus als Intermediat gebildete organische Säure Succinat durch 
Y. lipolytica gebildet und sekretiert werden kann. Dafür wurde das für die 
Itaconsäureproduktion durch Candida-Stämme optimierte Kultivierungsmedium nach 
Tabuchi et al. (1981) verwendet. Zur Steigerung der Succinatproduktion durch Y. lipolytica 
sollten mehrere Enzymaktivitäten des Citratzyklus und anderer beteiligter 
Stoffwechselwege verändert werden. In der Arbeit von A. Kretzschmar (2010) wurden in 
diesem Zusammenhang bereits der Einfluss von Succinyl-CoA-Synthetase (SCS) und 
Pyruvatcarboxylase (PYC) in Y. lipolytica untersucht. Jedoch hatten Überexpression bzw. 
Deletion der korrespondieren Gene dieser Enzyme keinen signifikanten Einfluss auf die 
Succinatproduktion. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Succinatdehydrogenase (SDH) 
und die α-Ketoglutaratdehydrogenase (KGDH) betrachtet. Des Weiteren wurden die 
Auswirkungen einer Kombination aus Überexpression der Gene von KGDH, Isocitratlyase 
(ICL) bzw. PYC mit einer Hemmung der SDH untersucht.  
 
3.1 Produktion von Succinat durch Y. lipolytica 
In der Arbeit von A. Kretzschmar (2010) wurde bereits beschrieben, dass bei Kultivierung 
des Wildtypstamms Y. lipolytica H222 im Produktionsmedium nach Tabuchi et al. (1981)  
Succinatgehalte von bis zu 5,8 g L-1 erreicht werden konnten. Außerdem wurde gezeigt, 
dass auch die Wahl der C-Quelle einen Einfluss auf die Höhe der sekretierten 
Succinatmenge hat. So wurden höhere Succinatgehalte bei Kultivierung von H222 mit 
Glycerol als C-Quelle im Vergleich zur Kultivierung mit Glucose detektiert. Diese 
Befunde konnten in dieser Arbeit bestätigt werden. Zusätzlich dazu wurde auch 
Sonnenblumenöl als C-Quelle getestet. In Abbildung 3.1 sind exemplarische 
Wachstumskurven (a) und die detektierten Succinatmengen (b) der Kultivierungen des 
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Wildtypstamms H222 mit den C-Quellen Glucose, Glycerol und Sonnenblumenöl 
dargestellt. Deutliche Unterschiede waren sowohl in der Wachstumsgeschwindigkeit, der 
Kultivierungsdauer und in der Succinatproduktion erkennbar. Die hier gezeigten 
Ergebnisse wurden in mehreren voneinander unabhängigen Wiederholungen bestätigt. 
H222 erreichte mit 5 % Sonnenblumenöl als C-Quelle den schnellsten Anstieg der 
Zelldichte bis zu optischen Dichten von 59,6 – 62,6 nach 120-150 h. Das Wachstum mit 
10 % Glycerol dagegen war deutlich langsamer als mit Sonnenblumenöl und mit 10 % 
Glucose. So konnten mit Glucose nach ca. 220 – 260 h optische Dichten von 50,2 – 56,4 
gemessen werden, mit Glycerol nach ca. 360 – 460 h optische Dichten von 42,9 – 55. Die 
Unterschiede im Wachstumsverhalten spiegelten sich auch in den spezifischen 
Wachstumsraten (µ) wider. So zeigte H222 bei Kultivierung mit Glucose eine 
durchschnittliche spezifische Wachstumsrate von 0,024 h-1 (bis 120 Stunden), mit Glycerol 
eine um ein Viertel verringerte µ von 0,018 h-1 und bei Kultivierung mit Sonnenblumenöl 
eine im Vergleich zu Glucose um ein Fünftel gesteigerte µ von 0,029 h-1. 
 
 
Abbildung 3.1: Wachstum (a) und Succinatproduktion (b) des Wildtypstamms Y. lipolytica H222 in 
Succinatproduktionsmedium (SPM). Zur Beurteilung des Wachstums wurde die optische Dichte der 
Kultur bei 600 nm (OD600) zu bestimmten Zeitpunkten bestimmt. H222 wurde in je 100 ml 
Succinatproduktionsmedium nach Tabuchi et al. (1981) in 500-ml Erlenmeyerkolben bei 28°C und 
220 rpm mit 10 % Glucose (Glc), 10 % Glycerol (Gly) oder 5 % Sonnenblumenöl (Sö) kultiviert. 
Die Bestimmung der Succinatgehalte erfolgte ionenchromatografisch. Dargestellt sind Verlauf der 
optischen Dichten (OD600) sowie der Succinatproduktion jeweils eines der Versuche aus drei 
Wiederholungen.  
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Die Succinatbildung erfolgte bei Kultivierung mit Glucose und Glycerol kontinuierlich mit 
fortschreitendem Wachstum. Es wurden maximale Succinatgehalte von durchschnittlich 
1,5 ± 0,2 g L-1 bei Kultivierung mit Glucose und Gehalte von 4,8 ± 1,0 g L-1 bei 
Kultivierung mit Glycerol nachgewiesen. Die durchschnittliche Produktbildungsrate für 
Succinat mit Glycerol als C-Quelle war mit 10,5 ± 1,4 mg L-1 h-1 fast doppelt so hoch wie 
mit Glucose (5,4 ± 0,2 mg L-1 h-1). Diese Werte sind vergleichbar mit denen in der Arbeit 
von A. Kretzschmar (2010). Bei Verwendung von Sonnenblumenöl konnte kein Succinat 
im Medium detektiert werden. In Hinblick auf diese Daten ist ein Zusammenhang 
zwischen Wachstumsgeschwindigkeit und Succinatproduktion denkbar. Je langsamer das 
Wachstum ist, desto mehr Succinat scheint durch Y. lipolytica produziert zu werden. Da 
bei der Kultivierung von Y. lipolytica in Succinatproduktionsmedium mit Glycerol dreifach 
höhere maximale Succinatgehalte und höhere maximale volumetrische 
Produktbildungsraten der Succinatproduktion im Vergleich zur Kultivierung mit Glucose 
erreicht wurden, wurde für weitere Untersuchungen Glycerol als C-Quelle eingesetzt.  
Das beschriebene Medium nach Tabuchi et al. (1981) wird im Folgenden als 
Succinatproduktionsmedium SPM bezeichnet.  
 
3.2 Einfluss von Carboxin auf Y. lipolytica 
Die systemisch fungizide Wirkung von Carboxin, das den chemischen Namen 5,6-
Dihydro-2-methyl-1,4-oxathiin-3-carboxanilid (DCMO) trägt, wurde erstmals 1966 im 
Rahmen der Suche nach antifungalen Pflanzenschutzmitteln von Schmeling und Kulka 
beschrieben.  
 
 
 
 
 
Abbildung 3.2: Strukturformel von Carboxin (5,6-Dihydro-2-methyl-1,4-oxathiin-3-carboxanilid). 
 
Carboxin wirkt spezifisch auf die meisten Vertreter der Klasse der Basidiomycetes, z. B. 
Pleurotus ostreatus (Austernseitling) oder auf den Maisbranderreger Ustilago (U.) maydis, 
aber auch auf Vertreter bestimmter Ordnungen der Ascomycetes, z. B. Neurospora crassa 
(Sordariales) oder Botrytis cinerea (Helotiales), sowie auf einige Vertreter der 
Deuteromycetes und Phycomycetes (Edgington et al. 1966; Edgington und Barron 1967; 
S
O CH3
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O
Ergebnisse  
52 
Lyr et al. 1974; Corona-Gonzalez et al. 2010). Die antibiotische Wirkung von Carboxin 
beruht auf der Hemmung der Succinatdehydrogenase (SDH), die den Komplex II der 
Atmungskette darstellt und im TCC die Oxidation von Succinat zu Fumarat katalysiert. 
Dabei bindet Carboxin wahrscheinlich an die Ubichinon-Bindestelle der SDH und 
verhindert so eine Reduktion von Ubichinon (Georgopoulos et al. 1972; Ulrich und Mathre 
1972; Mowery et al. 1977; Horsefield et al. 2006; Huang et al. 2006; Ruprecht et al. 2009; 
Shima et al. 2009). Diese Vermutung wurde in verschiedenen Organismen vor allem 
dadurch bestätigt, dass durch Punktmutationen hervorgerufene Aminosäureaustausche in 
Eisen-Schwefel-Untereinheit (Sdh2 oder SdhB), Cytochrom B Untereinheit (Sdh3 oder 
SdhC) und Membranankeruntereinheit (Sdh4 oder SdhD) eine Resistenz gegenüber 
Carboxin vermitteln können (Keon et al. 1991; Broomfield und Hargreaves 1992; Matsson 
et al. 1998; Honda et al. 2000; Matsson und Hederstedt 2001; Ito et al. 2004; Horsefield et 
al. 2006; Shima et al. 2009; Shima et al. 2011).  In der Diplomarbeit von M. Sperrhacke 
(2008) konnte bereits gezeigt werden, dass auch das Wachstum von Y. lipolytica bei 
Zugabe von Carboxin gehemmt wird. Die minimale Hemmkonzentration für das 
Wachstum auf Vollmedium und Minimalmedium mit Glucose als C-Quelle lag bei 
300 µg ml-1, d. h. dies war die niedrigste Carboxinkonzentration, bei der Y. lipolytica auf 
dem getesteten Medium nicht mehr wachsen konnte. Hier sollte nun getestet werden, ob 
dieser Einfluss auf das Wachstum in Zusammenhang mit einer Inhibition der SDH in 
Y. lipolytica steht und diese möglicherweise eine Veränderung der Succinatproduktion 
bewirkt. 
3.2.1 Einfluss von Carboxin auf die Aktivität der Succinatdehydrogenase 
Um den Einfluss von Carboxin auf die Aktivität der SDH zu testen, wurde der 
Wildtypstamm Y. lipolytica H222 in je 100 ml Minimalmedium mit Glucose über vier 
Stunden kultiviert und dann ein Teil der Zellen geerntet. Mittels mechanischen 
Zellaufschluss wurde ein zellfreier Extrakt hergestellt, der für die Bestimmung der 
spezifischen SDH-Aktivität verwendet wurde. Die Messung der Aktivität erfolgte nach 
Ackrell et al. (1978) unter Zugabe verschiedener Mengen Carboxin (0; 50; 150; 
300 µg ml-1) zum Messansatz. Die gewählten Konzentrationen richteten sich 
weitestgehend nach den für die Wachstumshemmung bestimmten 
Carboxinkonzentrationen in Sperrhacke (2008). Da Carboxin in 99,5-%igen Ethanol gelöst 
wurde, wurde außerdem eine Vergleichsprobe mit der Ethanolmenge, die einer Zugabe von 
300 µg ml-1 Carboxin entsprach, mitgeführt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration 
erfolgte nach Bradford (1976). Die Ergebnisse der Enzymaktivitätsbestimmungen unter 
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Zugabe von Carboxin bzw. Ethanol sind in Abbildung 3.3 dargestellt. Im Messansatz ohne 
Carboxin wurden spezifische SDH-Aktivitäten von 0,08 ± 0,01 U mg-1 bestimmt. Im 
Vergleich dazu konnte eine Reduktion der spezifischen SDH-Aktivität nach Zugabe von 
Carboxin festgestellt werden. Hierbei zeigte der Wildtypstamm H222 eine um ca. 45 % 
reduzierte spezifische Aktivität der SDH von 0,04 ± 0,008 U mg-1 bei Zugabe von 
50 µg ml-1 Carboxin. Bei höheren Carboxinkonzentrationen wurden spezifische SDH-
Aktivitäten bestimmt, die nur noch ca. einem Drittel der Aktivität ohne Carboxinzugabe 
entsprachen. Dabei unterschieden sich die gemessenen Aktivitäten unter Zugabe von 
150 µg ml-1 bzw. 300 µg ml-1 Carboxin (0,027 ± 0,01 U mg-1 bzw. 0,026 ± 0,008 U mg-1) 
nur geringfügig voneinander. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Zugabe von reinem 
Ethanol nur einen geringen Einfluss auf die spezifische Aktivität der SDH des 
Wildtypstamms H222 hat. Allerdings wurde mit Aktivitäten von 0,07 ± 0,01 U mg-1 nicht 
wie bei 300 µg ml-1 Carboxin eine 65-%ige Reduktion im Vergleich zur Aktivität ohne 
Carboxinzugabe, sondern eine Reduktion um nur 7 % beobachtet. Daher ist davon 
auszugehen, dass die hier beschriebene Reduktion der spezifischen Aktivität der SDH 
hauptsächlich auf der Wirkung des hinzugefügten Carboxin beruhte.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.3: Spezifische Aktivitäten der Succinatdehydrogenase (SDH) unter Zugabe von 0; 50; 150 oder 
300 µg ml-1 Carboxin  und 1,2 % 99,5-%igen Ethanol zum Messansatz. Die Aktivitäten wurden in 
zellfreien Extrakten bestimmt, die nach Kultivierung des Wildtypstamms H222 in MG nach 4 h 
Kultivierung bei 28°C und 220 rpm gewonnen wurden. Die hier dargestellten Mittelwerte und 
Standardabweichungen wurden aus vier Versuchswiederholungen ermittelt.  
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3.2.2 Einfluss von Carboxin auf das Wachstum  
Da das Wachstumsverhalten von Y. lipolytica bei M. Sperrhacke (2008) nur in Plattentests 
untersucht wurde, wurde der Wildtypstamm Y. lipolytica H222 anschließend in flüssigem 
Vollmedium mit 2 % Glucose (YPD) bzw. Glycerol (YPG) als C-Quelle unter Zugabe von 
verschiedenen Carboxinkonzentrationen (150 µg ml-1 bzw. 300 µg ml-1) kultiviert. Das 
durch Carboxin beeinflusste Wachstum wurde mit dem Wachstum ohne Carboxin 
verglichen. Auch hier wurde der mögliche Einfluss von Ethanol in jeweils einer separaten 
Kultur getestet. In Abbildung 3.4 sind die Wachstumsverläufe eines ausgewählten 
Kultivierungsversuchs ohne Carboxin, mit 150 µg ml-1, mit 300 µg ml-1 Carboxin bzw. 
1,2 % Ethanol (äquivalent zur Zugabe von 300 µg ml-1) im Medium dargestellt. Der pH-
Wert des Mediums wurde während dieser Versuche nicht angepasst. Das hier gezeigte 
Wachstumsverhalten konnte in zwei weiteren voneinander unabhängigen Wiederholungen 
bestätigt werden.  
 
 
Abbildung 3.4: Wachstum von Wildtypstamm Y. lipolytica H222 im Vollmedium unter Zugabe von 
Carboxin mit 2 % (a) Glucose oder (b) Glycerol als C-Quelle. 1) Kultivierung ohne Carboxin; 2) mit 
150 µg ml-1 Carboxin; 3) mit 300 µg ml-1; 4) mit 1,2 % Ethanol. H222 wurde in je 100 ml Medium 
in 500-ml Erlenmeyerkolben bei 28°C und 220 rpm über mehrere Tage kultiviert. Dargestellt sind 
exemplarisch die Wachstumskinetiken eines der drei Wachstumsversuche. Die durchschnittliche 
Standardabweichung lag bei 3,3 %.  
 
Bei der Kultivierung von H222 in Flüssigmedium kam es wie beim Wachstum auf 
Festmedium zu einer Hemmung des Wachstums unter Zusatz von Carboxin.  
Bei beiden C-Quellen wird deutlich, dass sowohl die alleinige Zugabe von reinem Ethanol 
als auch die Zugabe von Carboxin zu einer Hemmung des Wachstums führt, wobei die 
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stärkste Hemmung bei Zugabe von 300 µg ml-1 Carboxin auftrat (Abb. 3.4). Der stärkste 
Wachstumsanstieg war bei beiden C-Quellen in der Kontrollkultur ohne Ethanol und 
Carboxin zu beobachten. In allen Kulturen trat nach ca. 24 Stunden eine Stagnation des 
Wachstums ein. Mit Glucose als C-Quelle wurden optische Dichten von bis zu 
30,4 OD ml-1 erreicht, bei Zugabe von Ethanol bis zu 26,4 OD ml-1, mit 150 µg ml-1 
Carboxin bis zu 18,6 OD ml-1 und mit 300 µg ml-1 Carboxin lediglich bis zu 10,5 OD ml-1. 
Die mit Glycerol als C-Quelle ermittelten optischen Dichten waren durchschnittlich 
geringer als die mit Glucose erzielten. So wurden mit Glucose optische Dichten von bis zu 
26,2 OD ml-1 erreicht, bei Zugabe von Ethanol bis zu 21,2 OD ml-1, mit 150 µg ml-1 
Carboxin bis zu 15,2 OD ml-1 und mit 300 µg ml-1 Carboxin nur bis zu 11,4 OD ml-1 bei 
Kultivierung in Vollmedium mit Glycerol bestimmt. Da mit beiden C-Quellen ein Effekt 
auf das Wachstum auch mit 1,2 % Ethanol zu beobachten war, ist die Hemmung des 
Wachstums durch Carboxin möglicherweise auf einen synergistischen Effekt von Ethanol 
und Carboxin zurückzuführen.  
In den folgenden Versuchen wurden nur noch die Effekte bei Zugabe von 150 µg ml-1 
Carboxin untersucht. Mit dieser Carboxinkonzentration wurde zwar nicht die stärkste 
Wachstumshemmung erreicht, aber die Versuche zum Effekt von Carboxin auf die 
Enzymaktivität der SDH zeigten, dass zumindest im Enzymassayansatz eine Steigerung 
der Konzentration nicht zu einer stärkeren Reduktion der Aktivität führte.  
  
3.2.3 Einfluss von Carboxin auf die Succinatproduktion 
Nachdem gezeigt wurde, dass durch Carboxin eine Hemmung der SDH-Aktivität und des 
Wachstums von Y. lipolytica erfolgte, sollte getestet werden, ob daraus außerdem ein 
Einfluss auf die Produktion der organischen Säuren resultieren kann. Es wurde vermutet, 
dass eine Hemmung der SDH, die die Oxidation von Succinat zu Fumarat katalysiert, zu 
einer Anreicherung von Succinat führt. Daher wurde der Wildtypstamm H222 in 100 ml 
SPM mit 10 % Glycerol als C-Quelle kultiviert unter Zugabe von 150 µg ml-1 Carboxin 
und ohne Carboxin. Um auszuschließen, dass mögliche Effekte durch den mit dem 
Carboxin zugegebenen Ethanol entstanden, wurde eine weitere Kontrollkultur mit 0,6 % 
Ethanol (äquivalent zu 150 µg ml-1 Carboxin gelöst in 99,9 % Ethanol) mitgeführt. In 
Abbildung 3.5 a sind die Wachstumskurven eines repräsentativen Versuches aus vier 
Versuchsdurchläufen dargestellt. Ohne Carboxin oder Ethanol zeigte H222 ein typisches 
Wachstumsverhalten mit einem schnellen Anstieg der optischen Dichte zu Beginn und 
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einer Abflachung der Wachstumskurve bis zum Ende der Kultivierung. Im Vergleich dazu 
zeigte H222 bei Kultivierung mit Carboxin ein deutlich verschlechtertes Wachstum. Die 
erreichten optischen Dichten waren teilweise um mehr als die Hälfte niedriger als in der 
Kontrollkultur ohne Carboxin. Dennoch konnte ab ungefähr 250 h der Kultivierung ein 
erneuter Anstieg der bestimmten optischen Dichten beobachtet werden. Die 
durchschnittliche spezifische Wachstumsrate war bei den carboxinhaltigen Kulturen um ca. 
30 % gesenkt (0,008 h-1) im Vergleich zur Kontrolle ohne Carboxin (0,011 h-1). In der 
Kontrollkultur mit 0,6 % Ethanol zeigte sich zwar kein derartig starker Effekt auf das 
Wachstum, dennoch war das Wachstum im Vergleich zur ethanol- bzw. carboxinfreien 
Kontrolle reduziert. In den ethanolhaltigen Kulturen wurde eine spezifische 
Wachstumsrate von durchschnittlich 0,01 h-1 ermittelt. Diese Befunde konnten in weiteren 
Versuchsdurchläufen bestätigt werden. Somit wurde die durch Carboxinzugabe 
hervorgerufene Wachstumshemmung, die bereits in Vollmedium beobachtet wurde, auch 
bei Kultivierung in SPM nachgewiesen. 
 
Abbildung 3.5: Wachstum (a) und Succinatproduktion (b) des Wildtypstamms Y. lipolytica H222 nach 
Zugabe von 150 µg ml-1 Carboxin bzw. 0,6 % Ethanol (äquivalent zur Carboxinzugabe). Als 
Kontrollen wurde eine Kultur ohne Carboxin bzw. Ethanol mitgeführt. H222 wurde in je 100 ml 
SPM in 500-ml Erlenmeyerkolben bei 28°C und 220 rpm mit 10 % Glycerol kultiviert. Die 
Succinatgehalte im Kulturüberstand wurden ionenchromatografisch bestimmt. Dargestellt sind 
Wachstumsverlauf und Succinatproduktion eines repräsentativen Versuchs aus vier 
Wiederholungen. 
 
Weiterhin wurden die Succinatgehalte im Kulturüberstand zu bestimmten Zeitpunkten 
bestimmt (Abb. 3.5 b). Im Gegensatz zum negativen Einfluss von Carboxin auf das 
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Wachstum kam es bei Carboxinzugabe zu einer drastischen Steigerung der 
Succinatproduktion. In allen Versuchswiederholungen konnte gezeigt werden, dass in den 
carboxinhaltigen Kulturen ca. 16fach höhere Succinatmengen gebildet wurden als in den 
Kontrollkulturen (Tab. 3.1). Eine Ethanolzugabe hatte keinen signifikanten Effekt auf die 
Succinatbildung (Abb. 3.5 b, Tab. 3.1). In den hier durchgeführten Versuchen wurden 
maximale Succinatgehalte (SAmax) von 2 ± 0,7 g L-1 in den Kontrollkulturen, 
1,6 ± 0,7 g L-1 in den Kontrollkulturen mit Ethanol und 31,6 ± 5,4 g L-1 in den Kulturen 
mit Carboxin detektiert (Tab. 3.1). Auch die durchschnittlichen Produktivitäten (Q) und 
biomassespezifischen  Produktbildungsraten (q) für die Succinatproduktion waren bei 
Kultivierung mit Carboxin deutlich erhöht. So waren Q mit durchschnittlich 
65,5 ± 7,6 mg L-1 h-1 und q mit 4,3 ± 1,7 µg OD-1 h-1 durchschnittlich 15-22fach gesteigert 
im Vergleich zur Kultivierung ohne Carboxin (Tab 3.1). Da das hier verwendete SPM 
bisher nicht für die Succinatproduktion optimiert wurde und die 
Kultivierungsbedingungen, wie z. B. pH und pO2, im Schüttelkolbenmaßstab nicht 
dauerhaft stabil gehalten werden können, wurde in diesem und in allen folgenden 
Kultivierungsexperimenten auf die Berechnung maximaler Produktivitäten bzw. 
maximaler spezifischer Produktbildungsraten verzichtet.  
Des Weiteren wurde in allen Kulturen eine Abnahme der Succinatgehalte nach ca. 400 
Stunden der Kultivierung beobachtet, was auf eine Wiederaufnahme des Succinats durch 
die Zellen schließen ließ.  
 
Tabelle 3.1: Maximale Produktmengen (SAmax), durchschnittliche Produktivitäten (Q) und spezifische 
Produktbildungsraten (q) des Y. lipolytica Stamms H222 für die Succinatbildung bei Kultivierung in 
SPM mit Carboxin bzw. Ethanol. H222 wurde in SPM mit 150 µg ml-1 Carboxin bzw. 0,6 % 
Ethanol bis zu 500 h in Schüttelkolben kultiviert. Als Kontrolle diente eine Kultur ohne 
Carboxin/Ethanol. Die durchschnittlichen Produktivitäten wurden während der Produktionsphase 
zwischen 100 und 400 h der Kultivierung bestimmt.  
 
 
SAmax 
 
[g L-1] 
Q 
 
[mg L-1 h-1] 
q 
 
[µg OD-1 h-1] 
Kontrolle ohne Carboxin 2,0 ± 0,7 4,3 ± 0,9 0,2 ± 0,1 
150 µg ml-1 Carboxin 31,6 ± 5,4 65,5 ± 7,6 4,3 ± 1,7 
0,6 % Ethanol 1,6 ± 0,7 4,1 ± 0,97 0,3 ± 0,2 
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Neben Succinat wurde außerdem die Bildung der organischen Säuren Malat, 
α-Ketoglutarat (AKG) und Fumarat untersucht. Die durchschnittlichen maximalen 
Produktmengen sind in Tabelle 3.2 dargestellt.  
 
Tabelle 3.2: Maximal gebildete Produktmengen der organischen Säuren Succinat (SA), Malat (MA), 
α-Ketoglutarat (AKG) und Fumarat (FA) bei Kultivierung des Stamms Y. lipolytica H222 in SPM 
unter Zugabe von 150 µg ml-1 Carboxin bzw. 0,6 % Ethanol. Als Kontrolle diente eine Kultur ohne 
Carboxin/Ethanol. Die Gesamtsäure ergibt sich als Summe aus allen betrachteten Säuren. Die 
Durchschnittswerte ergeben sich aus vier Versuchsdurchführungen.  
 
 
Gesamtsäure 
 
[g L-1] 
SAmax 
 
[g L-1] 
MAmax 
 
[g L-1] 
AKGmax 
 
[g L-1] 
FAmax 
 
[g L-1] 
Kontrolle ohne Carboxin 9,5 ± 3,1 2,0 ± 0,7 3,9 ± 1,8 2,2 ± 0,5 1,4 ± 0,5 
150 µg ml-1 Carboxin 40,1 ± 4,8 31,6 ± 5,4 2,1 ± 1,4 5,7 ± 1,4 0,7 ± 0,3 
0,6 % Ethanol 11,1 ± 4,8 1,6 ± 0,7 4,2 ± 1,9 2,7 ± 0,9 1,5 ± 0,5 
 
Die Zugabe von Carboxin resultierte nicht nur in einer 16fachen Steigerung der 
Succinatproduktion, sondern auch in Effekten auf die Bildung weiterer organischer Säuren. 
Beispielsweise konnte eine Reduktion der Malat- und Fumaratproduktion nachgewiesen 
werden (Tab. 3.2). Die maximalen Malat- und Fumaratmengen waren im Vergleich zur 
Kontrollkultur ohne Carboxin um ca. die Hälfte geringer. Die Bildung von AKG dagegen 
war ca. um das 2,5fache gesteigert. In der Kontrollkultur mit Ethanol wurden zur 
Kontrollkultur ohne Carboxin äquivalente Produktmengen an Succinat, Malat, 
α-Ketoglutarat und Fumarat detektiert. Allerdings konnte eine minimale Steigerung der 
Bildung aller Säuren im Vergleich zur Kontrollkultur ohne Ethanol beobachtet werden 
(Tab. 3.2). Abgesehen von den Effekten auf die einzelnen Säuren, kam es auch insgesamt 
zu einer drastischen Steigerung des Gesamtsäuregehaltes. Bei Zugabe von Carboxin 
konnte eine vierfach größere Gesamtmenge an organischer Säure (40,1 ± 4,8 g L-1) im 
Vergleich zur Kontrolle (9,5 ± 3,1 g L-1) detektiert werden, wobei diese Steigerung 
vermutlich auf den drastischen Anstieg der Succinatproduktion zurückzuführen ist (Tab. 
3.2).  
Außerdem kam es bei Zugabe von Carboxin zu einer Verschiebung der prozentualen 
Anteile der einzelnen Säuren am Gesamtsäuregehalt zugunsten von Succinat (Abb. 3.6). 
Ohne Wachstumshemmung lag der Anteil an Succinat bei 20,8 %. Bei Wachstum unter 
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Carboxineinwirkung wurde eine Steigerung auf 78,7 % beobachtet. Im Gegensatz dazu 
kam es bei allen anderen Säuren zu einer Reduktion des jeweiligen Anteils am 
Gesamtsäuregehalt. Dabei war die Minderung des Malatanteils von ca. 40 % auf 5,4 % 
besonders gravierend. Der Anteil an AKG wurde von 25 % auf 14 % gesenkt. Fumarat 
hatte nach Carboxinzugabe nur noch einen Anteil von 2 % (statt 15 %). Bei Zugabe von 
0,6 % Ethanol wurden zur Kontrolle ohne Carboxin/Ethanol vergleichbare Werte bzgl. der 
Anteile der einzelnen Säuren am Gesamtsäuregehalt bestimmt (Abb. 3.6).  
 
Abbildung 3.6: Prozentuale Anteile der gebildeten organischen Säuren Succinat, Malat, α-Ketoglutarat und 
Fumarat am Gesamtsäuregehalt bei Kultivierung des Wildtypstamms Y. lipolytica H222 in SPM 
unter Zugabe von 150 µg ml-1 Carboxin oder 0,6 % Ethanol. Die Kultivierung erfolgte mit je 100 ml 
SPM mit 10 % Glycerol als C-Quelle in 500-ml Erlmeyerkolben bei 28°C und 220 rpm. Die Werte 
ergeben sich aus vier voneinander unabhängigen Versuchswiederholungen.  
 
Die Vermutung, dass eine Hemmung der SDH-Aktivität durch Carboxinzugabe zu einer 
Steigerung der Succinatproduktion führt, konnte anhand dieser Kultivierungsversuche 
bestätigt werden. Die detektierbaren Succinatgehalte und auch der Succinatanteil am 
Gesamtsäuregehalt waren drastisch erhöht im Vergleich zu den Kontrollkulturen. Es 
konnte weiterhin gezeigt werden, dass auch die Bildung weiterer organischer Säuren 
(Malat, Fumarat und AKG) beeinflusst war. Die Reduktion der Anteile dieser 
Nebenprodukte am Gesamtsäuregehalt kann für spätere großtechnische Anwendungen von 
Vorteil sein. Schließlich wurde mit diesen Versuchen ebenfalls gezeigt, dass der Einfluss 
von Ethanol, in dem Carboxin gelöst wird, sowohl auf das Wachstum als auch auf die 
Säureproduktion sehr gering ist. Daher ist davon auszugehen, dass die hier gezeigten 
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Effekte auf die Säureproduktion durch Carboxin und den damit einhergehenden Einfluss 
auf die SDH verursacht wurden.  
 
3.3 Einfluss bestimmter Enzymaktivitäten auf die Succinatproduktion 
in Y. lipolytica 
Im Rahmen der Untersuchungen zur Steigerung der Succinatproduktion durch die Hefe 
Y. lipolytica sollten neben der SDH weitere Enzyme des Citratzyklus untersucht und 
manipuliert werden. In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Überexpression der α-
Ketoglutarat-Dehydrogenase (KGDH) als Metabolit-lieferndes Enzym auf die 
Succinatproduktion untersucht. Die hier beschriebenen Ergebnisse wurden bereits teilweise 
in Holz et al. (2011) publiziert. Weitere relevante Enzyme, wie die Pyruvatcarboxylase, 
wurden bereits in der Arbeit von A. Kretzschmar (2010) hinsichtlich ihres Einflusses auf 
die Succinatbildung beschrieben. 
3.3.1 Die α-Ketoglutarat-Dehydrogenase in Y. lipolytica 
Die α-Ketoglutarat-Dehydrogenase ist ein Enzymkomplex bestehend aus 3 Untereinheiten: 
α-Ketoglutarat-Dehydrogenase (Kgd1), Dihydrolipoyltranssuccinylase (Kgd2) und 
Dihydrolipoamiddehydrogenase (Lpd1). Die korrespondierenden Gene dieser 
Komponenten wurden bereits für S. cerevisiae beschrieben und als mitochondrial 
lokalisiert charakterisiert  (Roy und Dawes 1987; Repetto und Tzagoloff 1989; 1990; 1991; 
Giaever et al. 2002; Huh et al. 2003; Reinders et al. 2007). Mittels Blasts (ExPasy-Blast) 
der S. cerevisiae Gene gegen die Yarrowia-Genomdatenbank (Consortium Genolévures, 
http://www.genolevures.org/; Casaregola et al. (2000), Dujon et al. (2004), Stand Juli 
2010) wurden im Genom des Referenzstamms Y. lipolytica E150 drei Gene mit hoher 
Ähnlichkeit zu den KGDH-Genen in S. cerevisiae gefunden. In Tabelle 3.2 sind die 
Ergebnisse der Datenbankanalyse zusammengefasst. YALI0E33517g kodiert mit hoher 
Wahrscheinlichkeit für die α-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Untereinheit der KGDH. Das 
durch YALI0E33517g kodierte Protein ist zu 67 % mit Kgd1p in S. cerevisiae identisch 
und enthält ein Intron mit einer Länge von 767 Basenpaaren. Ein putatives Kgd2p 
Genprodukt, das eine 60-%ige Homologie zu Kgd2 in S. cerevisiae zeigt und 447 
Aminosäuren groß ist, wird durch das Gen YALI0E16929g kodiert. Die dritte Untereinheit 
wird vermutlich durch YALI0D20768g kodiert, dessen Genprodukt zu 63 % identisch mit 
Lpd1p in S. cerevisiae ist. Nach Analyse der Aminosäuresequenz der Genprodukte dieser 
drei Gene in Y. lipolytica mittels verschiedener spezifischer Analyseprogramme (MitoProt 
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II, Predotar, PSORTII und PTS1 Predictor) wurden putative N-terminale mitochondriale 
Targeting Sequenzen von 29 (Kgd1p), 61 (Kgd2p) und 32 (Lpd1p) Aminosäuren Länge 
und 95,7 - 99,9-%ige Wahrscheinlichkeiten einer mitochondrialen Lokalisation ermittelt. 
Aufgrund der hohen Ähnlichkeit ihrer Genprodukte zu den Proteinuntereinheiten der 
KGDH in S. cerevisiae wurden die Y. lipolytica Gene YALI0E33517g, YALI0E16929g 
und YALI0D20768g für die Überexpression der KGDH in Y. lipolytica ausgewählt und im 
folgendem als KGD1, KGD2 und LPD1 bezeichnet.  
 
Tabelle 3.3: Die KGDH kodierenden Gene in S. cerevisiae und Y. lipolytica. Die Lokalisation der 
Genprodukte in Y. lipolytica wurde mittels Mitoprot II  (Claros und Vincens 1996) bestimmt. Die 
Identitäten der Y. lipolytica Gene im Vergleich zu den Genen von S. cerevisiae wurden innerhalb 
des ExPasy-Blasts ermittelt.  
 
Gen Protein 
S. cerevisiae Y. lipolytica Kodiertes Protein Identität Lokalisation Aminosäuren 
     S. cerevisiae Y. lipolytica 
       
YIL125w 
3045 bp 
YALI0E33517g 
3783 bp 
(Intron) 
α-Ketoglutarat-
Dehydrogenase 
E.C. 1.2.4.2 
67 % mitochondrial 1014 1004 
 
       
YDR148c 
1392 bp 
YALI0E16929g 
1344 bp 
Dihydrolipoamid- 
Succinyltransferase 
E.C. 2.3.1.61 
60 % mitochondrial 463 447 
 
       
YFL018c 
1500 bp 
YALI0D20768g 
1745 bp 
(Intron) 
 
Dihydrolipoamid-
Dehydrogenase 
E.C. 1.8.1.4 
63 % mitochondrial 499 499 
 
 
3.3.2 Überexpression der Gene der α-Ketoglutarat-Dehydrogenase in Y. lipolytica 
Für die Überexpression der KGDH in Y. lipolytica wurden die integrativen multicopy 
Plasmide p64KGD1, p64KGD2 und p64LPD1 durch Integration des PCR-amplifizierten 
ORFs des entsprechenden Gens zusammen mit den eigenen Promotor- und 
Terminatorregionen von ca. 1 kb in den Empfängervektor p64T konstruiert. Der 
Rezipientenvektor p64T wurde vorher durch Verkürzung des ICL1-Promotors ICL1D im 
integrativen multicopy Vektor p64PT (Gerber 1999) mittels ApaI-Verdau und 
anschließender Rezirkularisierung erhalten. Ausgehend von p64PT enthielten die 
konstruierten Vektoren p64T, p64KGD1, p64KGD2 und p64LPD1 neben einer rDNA-
Region als bevorzugte Integrationssequenz das defekte URA3-Allel ura3d4 als multicopy 
Marker. Nach Verifikation der Nukleotidsequenz der integrierten Promotor-ORF-
Terminator-Kassetten mittels Sequenzierung wurden die ausgewählten Vektoren 
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p64KGD1, p64KGD2, p64LPD1 unter Verwendung des Restriktionsenzyms SacII in der 
Integrationssequenz linearisiert. Anschließend wurden alle drei linearisierten Vektoren 
gleichzeitig nach der Lithiumacetat-Methode (Barth und Gaillardin 1996) in den 
uracilauxotrophen Stamm Y. lipolytica H222-S4 (MATA ura3-302 SUC2) transformiert. Im 
Stamm H222-S4 wurde das Gen URA3, das für die an der Pyrimidinsynthese beteiligten 
Orotidin-5’-phosphat-Decarboxylase kodiert, durch die Integration der pXPR2-SUC2-
Expressionskassette zerstört (Mauersberger et al. 2001). Dadurch wurde nicht nur eine 
Uracilauxotrophie erzielt, sondern auch die Fähigkeit zur Saccharoseverwertung durch 
Integration des Invertase kodierenden Gens SUC2 aus S. cerevisiae vermittelt. Die 
erhaltene Transformande H222-MH1 T1 wurde anhand der vektorvermittelten 
Uracilprototrophie selektiert und die Integration der entsprechenden Expressionskassetten 
mit Hilfe der Southern Hybridisierung verifiziert (Abb. 3.7). Dazu wurden die genomische 
DNA des Wildtypstamms H222 und der Transformande H222-MH1 T1 isoliert und mit 
dem Restriktionsenzym XbaI vollständig verdaut. Der Nachweis der Integration erfolgte 
mit Hilfe von genspezifischen Sonden für KGD1, KGD2 und LPD1. Eine Integration des 
entsprechenden Vektors und damit des jeweiligen Gens im Genom der Transformande 
H222-MH1 T1 konnte anhand der zusätzlichen Banden im Vergleich zum Wildtyp 
bestätigt werden (Abb. 3.7).  
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.7: Southern Blot Analyse zur Bestätigung der multiplen Integration von p64KGD1, p64KGD2 
und p64LPD1 in Y. lipolytica H222-S4. Die genomische DNA wurde mit XbaI verdaut und mit 
spezifischen Fragmenten von KGD1 (a), KGD2 und LPD1 (b) beprobt. 1 - 
Molekulargewichtsstandard, λ-DNA mit EcoRI/HindIII verdaut; 2 - Wildtypstamm H222; 3 - 
KGD1, KGD2, LPD1 multicopy Transformande H222-MH1 T1. Genomische Banden (G) mit 
Größen von 16,2 kb (KGD1), 5,1 kb (KGD2) und 8,0 kb (LPD1). Durch Vektorintegration 
verursachte Banden (V) mit Größen von 8,5 kb (p64KGD1), 2,7 kb (p64KGD2) und 4,1 kb 
(p64LPD1).  
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Weiterhin konnte anhand der höheren Bandenintensität der vektoriellen Banden im 
Vergleich zu den genomischen Banden von einer multiplen Integration der Vektoren 
ausgegangen werden. Laut Juretzek et al. (2001) müssen mindestens 8 – 10 Kopien von 
ura3d4 ins Genom integriert sein, um eine durch Zerstörung von URA3 hervorgerufene 
Uracilauxotrophie zu kompensieren. Daher wurde auch hier angenommen, dass mehrere 
Kopien der transformierten Plasmide integriert wurden. Neben der Transformande H222-
MH1 T1 wurden viele weitere Transformanden isoliert, die nur einen oder zwei der 
transformierten Plasmide enthielten. Diese wurden vorerst nicht für weitere 
Untersuchungen in Betracht gezogen.  
Nachdem die Integration von p64KGD1, p64KGD2 und p64LPD1 in H222-MH1 T1 
bestätigt wurde, wurde überprüft, ob die erhöhte Kopienzahl von KGD1, KGD2 und LPD1 
eine Erhöhung der Aktivität der KGDH im Vergleich zum Ausgangsstamm H222 
verursachte. Dazu wurden der Wildtypstamm H222 und die Transformande H222-MH1 T1 
in Minimalmedium mit 2 % Glucose oder Glycerol als C-Quelle kultiviert. Nach der Ernte 
einer Probe der Kultur wurden die Hefezellen nach einer modifizierten Methode nach 
Ermakova et al. (1986) mittels Glasperlen aufgeschlossen. Die Bestimmung der KGDH-
Aktivität erfolgte im erhaltenen zellfreien Extrakt nach der Methode von Brown und 
Perham (1976). Es konnte gezeigt werden, dass die simultane Überexpression der Gene 
KGD1, KGD2 und LPD1 durchschnittlich zu einer Verdopplung der spezifischen Aktivität 
der KGDH sowohl bei Kultivierung mit Glucose als auch bei Kultivierung mit Glycerol als 
C-Quelle führte. In Abbildung 3.8 sind die spezifischen KGDH-Aktivitäten von Wildtyp 
und Transformande zu unterschiedlichen Zeiten während der Kultivierung in 
Minimalmedium mit 2 % Glucose dargestellt. Über einen Zeitraum von 24 Stunden 
wurden im Vergleich zum Wildtyp H222 1,6 bis 2,4fach höhere KGDH-Aktivitäten in 
H222-MH1 T1 festgestellt. Im Laufe der Kultivierung stieg die spezifische KGDH-
Aktivität an und erreichte ihr Maximum bei H222 nach ca. 10 Stunden (0,222 U mg-1) und 
bei H222-MH1 T1 nach ca. 12 bis 14 Stunden (0,400 U mg-1) der Kultivierung. 
Anschließend fiel die Aktivität wieder ab auf 0,123 U mg-1 im Wildtyp und 0,295 U mg-1 
in der Transformande.   
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Abbildung 3.8: KGDH-Aktivitäten in H222 und H222-MH1 T1. Die Zellen wurden in Minimalmedium mit 
2 % Glucose über 24 Stunden in Schüttelkolben kultiviert. Die spezifische KGDH-Aktivität wurde 
zu ausgewählten Zeitpunkten bestimmt. Der Versuch wurde dreimal wiederholt.  
 
Bei Kultivierung mit Glycerol als C-Quelle wurden zu den in Glucose-haltigem Medium 
gemessenen Aktivitäten vergleichbare Werte für die spezifische KGDH-Aktivität 
bestimmt.  Auch hier waren die KGDH-Aktivitäten in H222-MH1 T1 im Vergleich zum 
Wildtypstamm H222 durchschnittlich 2fach erhöht und zeigten einen vergleichbaren 
Verlauf über die Zeit.  
 
Es konnte also gezeigt werden, dass der Stamm H222-MH1 T1 nicht nur eine erhöhte 
Kopienzahl der Gene KGD1, KGD2 und LPD1 im Genom enthielt, sondern auch die 
spezifische KGDH-Aktivität im Vergleich zu H222 erhöht war. Daher wurde dieser Stamm 
für Produktionsversuche eingesetzt und wird im Weiteren nur noch als H222-MH1 
bezeichnet. Neben den Auswirkungen der Überexpression der KGDH-Gene auf die 
Succinatproduktion wurden auch die Effekte auf die AKG- und Citratbildung in Y. 
lipolytica untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass eine simultane Überexpression von 
KGD1, KGD2 und LPD1 sowie die Erhöhung der KGDH-Aktivität zu einer Reduktion der 
AKG-Produktion sowie zu einer Steigerung der Pyruvatbildung führte. Die Bildung von 
Citrat- und Isocitrat wurde durch die Überexpression der KGDH kodierenden Gene nicht 
beeinflusst. Die Ergebnisse sind nicht Bestandteil dieser Arbeit, werden aber im Detail in 
Holz et al. (2011) vorgestellt und diskutiert.  
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3.3.3 Isocitratlyase und Pyruvatcarboxylase in Y. lipolytica 
Als weitere Enzyme wurden in dieser Arbeit die Isocitratlyase (ICL) und die 
Pyruvatcarboxylase (PYC) betrachtet.  
Eines der Schlüsselenzyme des Glyoxylatzyklus ist die ICL, die die Bildung von Succinat 
und Glyoxylat aus Isocitrat katalysiert. Als succinatlieferndes Enzym ist die ICL daher in 
Hinsicht auf die Untersuchung der Succinatproduktion besonders interessant. In 
Y. lipolytica wird die peroxisomale ICL durch das Gen YALI0C16885g (ICL1) kodiert. 
Sowohl das Gen ICL1 als auch das Enzym ICL in Y. lipolytica wurden in den vergangenen 
drei Jahrzehnten hinreichend untersucht (Barth und Weber 1987; Barth und Scheuber 
1993; Juretzek et al. 2000; Juretzek et al. 2001). Mit Hilfe dieses Wissens wurden 
Transformandenstämme konstruiert, die multiple Kopien des Gens ICL1 enthielten und 
hinsichtlich der Auswirkungen auf die Citratproduktion untersucht wurden (Kruse et al. 
2004; Förster et al. 2007a; Förster et al. 2007b). Der Transformandenstamm H222-
S4(p67ICL1) T5 wurde durch Förster et al. (2007b) charakterisiert. Obwohl die Expression 
des Gens der ICL durch Glucose und andere Hexosen prinzipiell gehemmt ist und daher 
nur sehr niedrige Aktivitäten bestimmt werden können (Hönes 1983; 1984; Finogenova et 
al. 1986; Juretzek et al. 2000), konnte gezeigt werden, dass die spezifische Aktivität der 
ICL in dieser Transformande im Vergleich zum Wildtypstamm H222 nicht nur bei 
Ethanol, Hexadekan und Sonnenblumenöl, sondern auch bei Verwendung von Glucose als 
C-Quelle um das 12-15fache erhöht war (Förster et al. 2007b). Dies zeigte Auswirkungen 
auf die Citrat- bzw. Isocitratproduktion. Diese beiden Säuren werden durch Y. lipolytica 
gleichzeitig in einem von der eingesetzten C-Quelle abhängigen Verhältnis bei 
Kultivierung unter den Bedingungen eines Stickstoffmangels und C-Quellenüberschusses 
sekretiert. Die Überexpression von ICL1 und damit einhergehender gesteigerter ICL-
Aktivität führte zu einer deutlichen Reduktion des Isocitratanteils, also zu einer 
gesteigerten Citratproduktion mit geringerem Anteil an Isocitrat (Förster et al. 2007b), das 
bei der Produktaufarbeitung störend wirken kann (Stottmeister et al. 1982).  
Der Einfluss einer gesteigerten ICL-Aktivität wurde bisher allerdings nicht in Hinsicht auf 
die Bildung von anderen organischen Säuren, wie z. B. Succinat, untersucht.  
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Die Pyruvatcarboxylase katalysiert die Carboxylierung von Pyruvat zu Oxalacetat und 
vermittelt damit eine anaplerotische Reaktion für den Tricarbonsäurezyklus. In 
Y. lipolytica wird die PYC durch das Gen YALI0C24101g (PYC1) kodiert, das 2005 
bereits durch Flores und Gancedo beschrieben wurde. In der Arbeit von Kretzschmar 
(2010) wurden das Gen PYC1 bereits in Y. lipolytica überexprimiert und die entstandenen 
Transformanden charakterisiert. Es wurde gezeigt, dass eine multicopy Integration von 
PYC1 nur zu einer drei- bis vierfachen Steigerung der spezifischen PYC-Aktivität führte. 
Die Veränderungen hatten jedoch nur minimale Effekte auf die Säureproduktion bei 
Kultivierung in SPM mit Glycerol als C-Quelle im Vergleich zum Wildtypstamm H222. 
Der durch Kretzschmar (2010) beschriebene Stamm H222-AK1, der durch die 
Überexpression des Gens PYC1 charakterisiert ist, wurde in dieser Arbeit für weitere 
Untersuchungen verwendet.  
 
3.3.4 Succinatproduktion bei erhöhter KGDH-, ICL- und PYC-Aktivität 
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Kultivierungsversuche mit den beschriebenen 
Stämmen H222-MH1 mit erhöhter KGDH-Aktivität, H222-AK1 mit erhöhter PYC-
Aktivität und H222-S4(p67ICL1) T5 mit erhöhter ICL-Aktivität sowie H222 (Wildtyp) 
dargestellt. Um zu testen, ob die veränderten Enzymaktivitäten Einfluss auf die 
Succinatproduktion haben, wurden diese Stämme in SPM kultiviert. Außerdem wurde für 
jeden Stamm parallel eine weitere Kultivierung mit SPM und Carboxin durchgeführt, 
damit auch die Einflüsse einer Kombination aus Hemmung der SDH und erhöhter PYC-, 
ICL- oder KGDH-Aktivität untersucht werden konnten. Für diese Untersuchungen wurden 
die Stämme in einer Vorkultur mit 50 ml SPM bei 28°C und 220 rpm in 250-ml 
Erlenmeyerkolben kultiviert. Nachdem die Zellen der Vorkultur geerntet wurden, wurde 
mit diesen jeweils eine Hauptkultur mit 100 ml SPM in 500-ml Erlenmeyerkolben mit 2 
OD ml-1 beimpft. Die Kultivierung erfolgte anschließend bei 28°C und 220 rpm. Carboxin 
(150 µg ml-1) wurde in diesen Versuchen nicht zu Beginn der Kultivierung, sondern erst 
nach ca. 72 Stunden zugegeben. Dies sollte vordergründig zur Verkürzung der 
Kultivierungsdauer durch die größere Biomasse bei Zugabe von Carboxin dienen. Aus den 
zwei wiederholten  Kultivierungsexperimenten wird hier ein repräsentativer Versuch 
vorgestellt.  
In Abbildung 3.9 sind die Wachstumsverläufe der beschriebenen Stämme sowie des 
Wildtypstamms H222 bei Kultivierung in SPM mit bzw. ohne Carboxin dargestellt. 
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Abbildung 3.9: Wachstumskinetiken der Stämme H222, H222-MH1, H222-AK1 und H222-S4(p67ICL1) 
T5 bei Kultivierung in je 100 ml SPM (a) ohne Carboxin und (b) mit 150 µg ml-1 Carboxin (Zugabe 
nach 72h) in 500-ml Erlenmeyerkolben bei 28°C und 220 rpm mit 10 % Glycerol als C-Quelle. 
Dargestellt sind exemplarisch die Wachstumskurven eines Versuchs aus zwei Wiederholungen. 
 
Bei Kultivierung der Stämme H222, H222-MH1, H222-AK1 und H222-S4(p67ICL1) T5 
in SPM mit 10 % Glycerol als C-Quelle ohne Zugabe von Carboxin zeigten die multicopy 
Transformanden im Vergleich zum Wildtypstamm H222 nur minimale Unterschiede im 
Wachstum (Abb. 3.9 a). Die durchschnittlichen spezifischen Wachstumsraten (bis 120 h) 
waren mit 0,015 h-1 für Wildtyp und H222-S4(p67ICL1) T5 sowie mit 0,016 h-1 für H222-
MH1 und H222-AK1 gleich. Im weiteren Verlauf der Kultivierung stagnierte das 
Wachstum von H222-MH1 und H222-AK1 im Vergleich zum Wildtyp jedoch stärker. 
Auch in den Versuchen, in denen nach ca. 72 Stunden Carboxin zum Medium zugegeben 
wurde, zeigten die Stämme anfangs ein vergleichbares Wachstum und vergleichbare 
Wachstumsraten wie bei Kultivierung ohne Carboxin (Abb. 3.9 b). Allerdings trat eine 
deutliche Wachstumshemmung nach Zugabe von 150 µg ml-1 Carboxin ein. Die 
durchschnittlichen spezifischen Wachstumsraten nach Zugabe von Carboxin waren um 
mehr als das Zehnfache reduziert. Trotz der starken Wachstumshemmung konnte zum 
Ende der Kultivierung ein erneuter Anstieg des Wachstums beobachtet werden. Außerdem 
wurde gezeigt, dass sich die multicopy Transformanden auch bei Kultivierung in SPM 
unter Zugabe von Carboxin im Wachstum kaum vom Wildtyp unterscheiden. Dieses 
Wachstumsverhalten konnte in weiteren Versuchswiederholungen bestätigt werden. Aber 
nicht nur das Wachstumsverhalten, sondern auch die Succinatproduktion dieser Stämme 
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wurde während dieser Kultivierungsversuche untersucht. Dazu wurden die Succinatgehalte 
im Kulturüberstand in entsprechenden Zeitabständen ionenchromatografisch detektiert.  
Der zeitliche Verlauf der Succinatproduktion der multicopy Transformandenstämme 
H222-MH1, H222-AK1 und H222-S4(p67ICL1) T5 sowie des Wildtyps bei Kultivierung 
mit und ohne Carboxin ist in Abbildung 3.10 grafisch dargestellt. Die durchschnittlichen 
maximalen Succinatgehalte, die Produktivitäten und spezifischen Produktbildungsraten 
aller Versuche sind in Tabelle 3.4 zusammengestellt. Bei der Kultivierung ohne Carboxin 
unterschieden sich die Transformanden mit erhöhter KGDH-, PYC- bzw. ICL-Aktivität 
hinsichtlich der Succinatproduktion nicht deutlich vom Wildtyp (Abb. 3.10). Der Wildtyp 
H222 produzierte maximal 3,3 ± 0,02 g L-1 Succinat mit einer durchschnittlichen 
Produktivität von 5,4 ± 0,6 mg L-1 h-1. H222-MH1 und H222-S4(p67ICL1) T5 
produzierten vergleichbare SAmax-Werte, nur bei H222-AK1 konnten leicht erhöhte 
Succinatmengen von 4,1 ± 0,1 g L-1 detektiert werden.  
 
 
Abbildung 3.10: Succinatproduktion der Y. lipolytica Stämme H222 (Wildtyp), H222-MH1 (mcKGD1, 
KGD2, LPD1), H222-AK1 (mcPYC) und H222-S4(p67ICL1) T5 (mcICL1) bei Kultivierung in SPM 
mit und ohne Zugabe von Carboxin. Die Stämme wurden in je 100 ml SPM in 500-ml 
Erlenmeyerkolben bei 28°C und 220 rpm mit 10 % Glycerol kultiviert. Die Zugabe von 150 µg ml-1 
Carboxin erfolgte nach ca. 72 h der Kultivierung. Die Succinatgehalte im Kulturüberstand wurden 
ionenchromatografisch bestimmt. Die hier exemplarisch dargestellten Verläufe der Succinatbildung 
wurden innerhalb nur eines Versuchs ermittelt, aber in einer weiteren Wiederholung bestätigt. mc – 
multicopy 
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Die volumenspezifischen Produktivitäten allerdings waren bei allen Transformanden bei 
Kultivierung ohne Carboxin um das Doppelte bis Vierfache größer im Vergleich zum 
Wildtyp. Bis auf H222-S4(p67ICL1) T5 zeigten die multicopy Transformanden ebenfalls 
eine Verdopplung der biomassespezifischen Produktbildungsrate.  
 
Tabelle 3.4: Maximale Produktmengen (SAmax), durchschnittliche Produktivitäten (Q) und spezifische 
Produkt-bildungsraten (q) für die Succinatbildung durch die Stämme H222, H222-MH1, H222-AK1 
und H222-S4(p67ICL1) T5 bei Kultivierung in SPM mit und ohne Zugabe von 150 µg ml-1 
Carboxin (Zugabe nach 72h). Die durchschnittlichen Produktivitäten wurden während der 
Produktionsphase zwischen 200 und 400 h der Kultivierung bestimmt. Die Durchschnittswerte 
ergeben sich aus zwei Versuchsdurchführungen. 
 
Stamm  
SAmax 
 
[g L-1] 
Q 
 
[mg L-1 h-1] 
q 
 
[µg OD-1 h-1] 
Ohne Carboxin    
H222  3,3 ± 0,0 5,4 ± 0,6 0,23 ± 0,06 
H222-MH1  3,5 ± 0,3 15,7 ± 0,5 0,47 ± 0,11 
H222-AK1  4,1 ± 0,1 20,1 ± 5,9 0,57 ± 0,07 
H222-S4(p67ICL1) T5 3,2 ± 0,4 11,6 ± 2,5 0,27 ± 0,03 
Mit Carboxin    
H222  19,6 ± 4,7 60,3 ± 9,0 2,44 ± 0,55 
H222-MH1  20,4 ± 7,1 65,1 ± 2,8 2,30 ± 0,02 
H222-AK1  26,4 ± 2,7 147,6 ± 6,2 4,35 ± 0,35 
H222-S4(p67ICL1) T5 17,8 ± 6,9 58,6 ± 15,9 2,55 ± 0,64 
 
Auch in diesen Versuchen kam es bei Zugabe von Carboxin zu einer Steigerung der 
Succinatproduktion im Vergleich zur carboxinfreien Kultivierung (Abb. 3.10), wobei der 
Effekt der erhöhten PYC-Aktivität noch drastischer ausfiel, als bei Kultivierung ohne 
Carboxin. H222 produzierte maximal 19,6 ± 4,7 g L-1 mit einer durchschnittlichen 
Produktivität von 60,3 ± 9,0 mg L-1 h-1 nach Zugabe von Carboxin. H222-MH1 zeigte mit 
dem Wildtyp vergleichbare Werte für SAmax und die Produktivitäten, während bei H222-
S4(p67ICL1) T5 zwar vergleichbare Produktivitäten, aber nur um 10 % geringere 
maximale Succinatmengen nachgewiesen werden konnten. H222-AK1 dagegen 
produzierte um ein Drittel erhöhte Succinatmengen von maximal 26,4 ± 2,7 g L-1 mit einer 
um mehr als das Doppelte gesteigerten durchschnittlichen Produktivität von 
147,6 ± 6,2 mg L-1 h-1. Auch die biomassespezifische Produktbildungsrate q war im 
Vergleich zum Wildtyp mit Carboxin erhöht (1,8fach). Insgesamt war die durch 
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Kultivierung mit Carboxin induzierte Erhöhung der Succinatproduktion, die bei allen 
Stämmen beobachtet werden konnte, im Vergleich aller multicopy Transformanden bei 
H222-AK1 am größten. 
Neben der Succinatproduktion wurde außerdem die Bildung der bei dieser Kultivierung 
entstehenden Nebenprodukte Malat, Fumarat und α-Ketoglutarat betrachtet. Die Summe 
der gebildeten Mengen dieser Säuren ergab die Gesamtsäuremenge (Tab. 3.5). Bei 
Kultivierung ohne Carboxin zeigte die KGD1, KGD2, LPD1 multicopy Transformande 
H222-MH1 im Vergleich zum Wildtyp H222 keine Unterschiede bzgl. 
Gesamtsäurebildung bzw. der Bildung der einzelnen Säuren. Die PYC1 multicopy 
Transformande H222-AK1 ohne Carboxin zeigte eine Steigerung der einzelnen Säuren um 
24 – 32 % und des Gesamtsäuregehalt um ca. 30 % im Vergleich zum Wildtyp. Eine um 
ca. 15 – 20 % reduzierte Bildung der organischen Säuren und die damit einhergehende 
Reduktion des Gesamtsäuregehalts wurde bei der ICL1 multicopy Transformande H222-
S4(p67ICL1) T5 beobachtet (Tab. 3.5).  
 
Tabelle 3.5: Maximal gebildete Produktmengen der organischen Säuren Succinat (SA), Malat (MA), 
α-Ketoglutarat (AKG) und Fumarat (FA) bei Kultivierung der Stämme Y. lipolytica H222, H222-
MH1, H222-AK1 und H222-S4(p67ICL1) T5 in SPM unter Zugabe von 150 µg ml-1 Carboxin (nach 
72 h). Die Gesamtsäure ergibt sich aus der Summe der maximalen Produktmengen aller betrachteten 
Säuren. Die Durchschnittswerte ergeben sich aus zwei Versuchsdurchführungen.  
 
 
Gesamtsäure 
 
[g L-1] 
SAmax 
 
[g L-1] 
MAmax 
 
[g L-1] 
AKGmax 
 
[g L-1] 
FAmax 
 
[g L-1] 
Ohne Carboxin      
H222 17,3 ± 2,2 3,3 ± 0,02 7,2 ± 1,1 3,8 ± 0,8 3,0 ± 0,3 
H222-MH1 17,6 ± 3,8 3,5 ± 0,3 7,0 ± 2,3 3,9 ± 0,7 3,1 ± 0,5 
H222-AK1 21,9 ± 3,3 4,1 ± 0,1 9,1 ± 2,2 4,7 ± 0,9 4,0 ± 0,3 
H222-S4(p67ICL1) T5 14,8 ± 2,9 3,2 ± 0,4 6,0 ± 1,8 3,1 ± 0,3 2,5 ± 0,4 
Mit Carboxin      
H222 23,1 ± 5,9 19,6 ± 4,7 1,1 ± 0,4 2,2 ± 0,7 0,3 ± 0,1 
H222-MH1 23,7 ± 7,2 20,4 ± 7,1 0,8 ± 0,3 2,2 ± 0,4 0,2 ± 0,01 
H222-AK1 30,9 ± 2,6 26,4 ± 2,7 0,9 ± 0,9 3,0 ± 0,8 0,6 ± 0,1 
H222-S4(p67ICL1) T5 20,8 ± 7,2 17,8 ± 6,9 0,7 ± 0,1 2,1 ± 0,3 0,2 ± 0,03 
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Bei Zugabe von Carboxin zum Medium kam es, wie schon in Kapitel 3.2.3 beschrieben, 
zu einer Steigerung der Succinatproduktion und einer Reduktion der Nebenprodukte (Tab. 
3.5, Abb. 3.11). Der Succinatanteil an der Gesamtsäuremenge war bei allen Stämmen von 
ca. 20 % (ohne Carboxin) auf 85 % erhöht und damit die Selektivität für Succinat 
gesteigert. Auch der Gesamtsäuregehalt bei Kultivierung mit Carboxin war bei allen 
Stämmen im Vergleich zur Kultivierung ohne Carboxin um ca. 40 % gesteigert (Tab. 3.5). 
Weiterhin konnte eine drastische Reduktion der Malat- und Fumaratproduktion für alle 
Stämme nachgewiesen werden. Bei allen Stämmen konnte eine ca. zehnfache 
Verringerung der maximalen Malatmengen und des Malatanteils von 40 % (ohne 
Carboxin) auf 3 – 4,5 % (mit Carboxin) beobachtet werden, wobei die stärkste Reduktion 
des Malatanteils bei H222-AK1 (von 41,4 % auf 3,1 %) eintrat (Abb. 3.11, Tab. 3.5). 
Fumarat hatte bei Carboxinzugabe nur noch einen Anteil von einem bis zwei Prozent an 
der Gesamtsäure, statt ca. 18 % ohne Carboxin. Die maximalen Fumaratgehalte waren bei 
allen Stämmen um 85 – 92 % gesenkt (Tab. 3.5). Im Gegensatz zu den in Tabelle 3.2 
dargestellten Ergebnissen konnte in diesen Versuchen keine Steigerung der α-
Ketoglutaratproduktion beobachtet werden, aber auch hier kam es bei allen Stämmen zu 
einer Halbierung des α-Ketoglutaratanteils am Gesamtsäuregehalt.  
 
Abbildung 3.11: Prozentuale Anteile der gebildeten organischen Säuren Succinat (SA), Malat (MA), 
α-Ketoglutarat (AKG) und Fumarat (FA) am Gesamtsäuregehalt bei Kultivierung der Y. lipolytica 
Stämme H222, H222-MH1, H222-AK1 und H222-S4(p67ICL1) T5 mit und ohne Carboxin. Die 
Stämme wurden mit je 100 ml SPM mit 10 % Glycerol als C-Quelle in 500-ml Erlmeyerkolben bei 
28°C und 220 rpm (a) ohne Carboxin bzw. (b) mit 150 µg ml-1 Carboxin (Zugabe nach 72h) 
kultiviert. Die Durchschnittswerte ergeben sich aus zwei Versuchsdurchführungen. 
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Es wurde also gezeigt, dass eine Überexpression der korrespondierende Gene für die 
KGDH, PYC und ICL und die daraus resultierende Steigerung der entsprechenden 
Enzymaktivitäten ohne eine simultane Hemmung der SDH nicht zu drastischen Effekten 
auf die Succinatproduktion führten. Lediglich bei gesteigerter PYC-Aktivität (H222-AK1) 
war eine moderate Erhöhung der maximalen Succinatmengen zu beobachten. Auch bei 
Hemmung der SDH durch Carboxinzugabe zeigten die untersuchten Stämme, bis auf 
H222-AK1, kaum Unterschiede zum Wildtyp. Die Tendenz zur gesteigerten 
Succinatproduktion bei Überexpression von PYC1 zeigte sich aber auch hier aufgrund der 
erhöhten maximalen Succinatmengen und volumen- und biomassespezifischen 
Produktbildungsraten. Daher sollte eine Überexpression des PYC kodierenden Gens PYC1 
auch für weitere Stammkonstruktionen bzw. Manipulationen in Betracht gezogen werden.  
Des Weiteren zeigte ein Vergleich dieser Versuchsergebnisse mit den Ergebnissen aus 
Kapitel 3.2.3, dass eine spätere Zugabe von Carboxin nicht vorteilhaft für die 
Succinatproduktion zu sein scheint. Die Zugabe von Carboxin direkt zu Beginn der 
Kultivierung resultierte in höheren maximalen Succinatmengen und höheren 
Produktbildungsraten, als bei Zugabe von Carboxin nach ca. 72 Stunden der Kultivierung. 
Eine Hemmung der SDH ab Beginn der Kultivierung sollte also in weiteren Versuchen 
angestrebt werden.  
 
3.3.5 Aktivitäten bestimmter Enzyme bei Succinatproduktion 
Während der Kultivierungsversuche, die in Kapitel 3.3.4 vorgestellt wurden, wurden 
neben Wachstum und Produktion der organischen Säuren außerdem die spezifischen 
Aktivitäten ausgewählter Enzyme bestimmt. Dazu wurden zu Beginn (94 h) und innerhalb 
der Produktionsphase (214 und 297 h) entsprechende Proben genommen und nach 
Zellaufschluss mit Glasperlen die Enzymaktivitäten von SDH, KGDH, PYC und ICL im 
zellfreien Extrakt bestimmt. Anschließend wurden die Proteinkonzentrationen und damit 
die spezifischen Aktivitäten dieser Enzyme ermittelt. Bei der Kultivierung des 
Wildtypstamms H222 konnten so verschiedene Effekte auf SDH, KGDH, PYC und ICL 
bei Zugabe von Carboxin im Vergleich zur carboxinfreien Kultur nachgewiesen werden 
(Abb. 3.12, Tab. 3.6). Nach Zugabe von Carboxin kam es zu einer Reduktion der SDH-
Aktivität auf nur noch 68 – 88 % der Aktivität ohne Carboxin. Weiterhin war die KGDH-
Aktivität deutlich erhöht. Es wurden 1,6 – 3,3fach gesteigerte Aktivitäten in den 
carboxinhaltigen Kulturen von H222 bestimmt. Die Aktivität der PYC war drastisch 
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reduziert und erreichte in der Carboxinkultur nur eine Höhe von 13 – 45 % der Werte in 
der carboxinfreien Kultur. Einzig die ICL, deren Aktivität generell sehr niedrig war, zeigte 
in ihrer Aktivität keine Unterschiede. In Abbildung 3.12 sind die Aktivitäten der 
entsprechenden Enzyme nach ca. 300 h der Kultivierung mit und ohne Carboxin für H222 
dargestellt. Die entsprechenden Werte der spezifischen Aktivitäten zu den einzelnen 
Zeitpunkten sind in Tabelle 3.6 zusammengefasst.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.12: Spezifische Aktivitäten der SDH, KGDH, PYC und ICL bei Kultivierung von H222 in 
SPM mit und ohne Carboxin. H222 wurde in je 100 ml SPM ohne und mit Carboxin (150 µg ml-1, 
Zugabe nach 72 h) kultiviert. Die Probenahme für die dargestellten Proben erfolgte in der 
Succinatproduktionsphase nach ca. 300 h.  
 
Tabelle 3.6: Übersicht über die spezifischen Aktivitäten der SDH, KGDH, PYC und ICL bei Kultivierung 
von H222 in SPM mit und ohne Carboxin nach 94, 214 und 297 h. H222 wurde in je 100 ml SPM 
ohne und mit 150 µg ml-1 Carboxin (Zugabe nach 72 h) kultiviert. 
 
  
 
Spezifische Aktivitäten (U mg-1) 
   H222 
Enzym Zeit (h)  ohne Carboxin mit Carboxin 
        
SDH 94  0,15 ± 0,01 0,13 ± 0,00 
 214  0,20 ± 0,08 0,15 ± 0,02 
 297  0,15 ± 0,03 0,10 ± 0,02 
      
KGDH 94  0,18 ± 0,01 0,28 ± 0,01 
 214  0,12 ± 0,08 0,15 ± 0,00 
 297  0,04 ± 0,02 0,13 ± 0,05 
      
PYC 94  0,24 ± 0,01 0,11 ± 0,05 
 214  0,33 ± 0,02 0,04 ± 0,02 
 297  0,19 ± 0,00 0,03 ± 0,01 
      
ICL 94  0,02 ± 0,00 0,03 ± 0,00 
 214  0,03 ± 0,01 0,02 ± 0,00 
 297  0,02 ± 0,00 0,02 ± 0,00 
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Die Aktivität der SDH stieg sowohl ohne als auch mit Carboxin im Laufe der Kultivierung 
an und wurde zum Ende hin wieder geringer. Auch die PYC-Aktivität von H222 kultiviert 
in SPM ohne Carboxin zeigte dieses Verhalten. In SPM mit Carboxin fiel die Aktivität 
allerdings stetig ab. Dies war auch der Fall für die Aktivität der KGDH sowohl mit als 
auch ohne Carboxin. Die ICL zeigte gleichbleibend geringe spezifische Aktivitäten (Tab. 
3.6). 
Die multicopy Transformanden H222-MH1, H222-AK1 und H222-S4(p67ICL1) T5 
zeigten bei Kultivierung ohne Carboxin hinsichtlich der betrachteten Enzymaktivitäten 
teilweise deutliche Unterschiede zu H222 (Tab. 3.7). Aufgrund der Überexpression der 
KGDH kodierenden Gene KGD1, KGD2 und LPD1 zeigte H222-MH1, wie im 
Wachstumsmedium bereits gezeigt (siehe Kapitel 3.3.2), eine 1,7 – 2,6fache Steigerung 
der KGDH im Vergleich zum Wildtyp. Die Aktivitäten der SDH waren in H222-MH1 7 – 
17 % geringer als bei H222. Die multicopy PYC1 Transformande H222-AK1 zeigte 
gesteigerte PYC-Aktivitäten (1,5 – 2,9fach) und um 4 – 21 % niedrigere SDH-Aktivitäten. 
In H222-S4(p67ICL1) T5 waren die spezifischen Aktivitäten der ICL drastisch erhöht (7,5 
– 10,6fach) und auch hier wurden geringere SDH-Aktivitäten (ca. 25 %) als beim Wildtyp 
nachgewiesen (Tab 3.7).  
Nach Zugabe von Carboxin wurden auch bei diesen Transformanden eine Reduktion der 
SDH- und PYC-Aktivitäten sowie eine Erhöhung der Aktivität der KGDH beobachtet 
(Tab. 3.7). Allerdings fiel die Hemmung der SDH bei H222-MH1 durch Carboxinzugabe 
nicht so deutlich aus wie bei H222. So waren die SDH-Aktivitäten bei H222-MH1 nur um 
7 – 18 % reduziert im Vergleich zu carboxinfreien Kultur und dadurch genauso groß wie 
die von H222 nach Zugabe von Carboxin. Obwohl die Aktivität der KGDH auch nach 
Zugabe von Carboxin im Vergleich zu H222 mit Carboxin um das 1,9fache erhöht war, 
war deren Steigerung um das 1,7 – 2,5fache durch Carboxinzugabe schwächer als bei 
H222. In H222-AK1 und H222-S4(p67ICL1) T5 wurden zum Wildtyp vergleichbare 
Reduktionen der SDH-Aktivität nachgewiesen. Aufgrund der schwächeren Reduktion der 
PYC-Aktivität um 45 – 68 % im Vergleich zu H222 erreichte H222-AK1 allerdings nach 
Zugabe von Carboxin ca. um das Siebenfache größere spezifische Aktivitäten der PYC im 
Vergleich zum Wildtyp mit Carboxin. Auch H222-S4(p67ICL1) T5 zeigte Unterschiede 
hinsichtlich der Effekte auf die ICL-Aktivität. So waren bei dieser Transformande die ICL-
Aktivitäten bis zu 50 % reduziert im Vergleich zur carboxinfreien Kultivierung, aber 
immer noch 6 – 8fach höher als die des Wildtyps bei Kultivierung in SPM unter Zugabe 
von Carboxin (Tab. 3.6 und 3.7). 
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Tabelle 3.7: Spezifische Aktivitäten der SDH, KGDH, PYC und ICL der Stämme H222-MH1, H222-AK1 
und H222-S4(p67ICL1) T5 in SPM. Die Stämme wurden in je 100 ml SPM ohne und mit 
150 µg ml-1 Carboxin (Zugabe nach 72 h) kultiviert. Die Probenahme erfolgte nach 94, 214 und 
297 h. 
  
  
 
Spezifische Aktivitäten (U mg-1) 
Enzym Zeit (h)  ohne Carboxin mit Carboxin 
H222-MH1 
SDH 94  0,14 ± 0,02 0,13 ± 0,01 
 214  0,17 ± 0,06 0,15 ± 0,02 
 297  0,13 ± 0,06 0,11 ± 0,01 
      
KGDH 94  0,31 ± 0,02 0,39 ± 0,05 
 214  0,21 ± 0,00 0,29 ± 0,12 
 297  0,10 ± 0,06 0,25 ± 0,01 
H222-AK1 
SDH 94  0,12 ± 0,04 0,09 ± 0,01 
 214  0,17 ± 0,05 0,15 ± 0,02 
 297  0,14 ± 0,01 0,12 ± 0,01 
      
PYC 94  0,38 ± 0,10 0,18 ± 0,05 
 214  0,97 ± 0,25 0,31 ± 0,09 
 297  0,43 ± 0,08 0,24 ± 0,04 
H222-S4(p67ICL1) T5 
SDH 94  0,11 ± 0,01 0,10 ± 0,02 
 214  0,15 ± 0,01 0,13 ± 0,03 
 297  0,16 ± 0,02 0,12 ± 0,01 
      
ICL 94  0,19 ± 0,02 0,25 ± 0,01 
 214  0,22 ± 0,05 0,11 ± 0,03 
 297  0,16 ± 0,03 0,13 ± 0,03 
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3.4 Manipulation der SDH-Aktivität in Y. lipolytica 
Im Laufe dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine Hemmung der Succinatdehydrogenase 
durch Carboxin in einer gesteigerten Succinatproduktion resultierte. Carboxin ist allerdings 
eine antibiotische Substanz, die einer gesonderten Entsorgung bedarf und aufgrund dessen 
für spätere großtechnische Anwendungen ungeeignet ist. Daher sollte die SDH bzw. deren 
Expression auf genetischer Ebene manipuliert werden, um eine mit der in 
carboxinhaltigem Medium vergleichbaren Steigerung der Succinatproduktion ohne Zugabe 
dieses Antibiotikums zu erzielen.  
In der Hefe S. cerevisiae wird die Succinatdehydrogenase als ein hochkonserviertes 
Heterotetramer beschrieben, wobei die Untereinheiten Sdh1 und Sdh2 ein katalytisches 
Dimer bilden, das in der inneren mitochondrialen Membran mittels der Untereinheiten 
Sdh3 und Sdh4 verankert ist (Lemire und Oyedotun 2002; Oyedotun und Lemire 2004). 
Eine mögliche weitere Komponente dieses Komplexes stellt vermutlich Sdh5 dar, dessen 
Funktion noch nicht vollständig aufgeklärt ist (Hao et al. 2009). Für Y. lipolytica gibt es 
bisher noch keine detaillierten Studien zur Struktur oder Funktionsweise der 
Succinatdehydrogenase, aber im Rahmen einer Diplomarbeit am Institut für Mikrobiologie 
erfolgte bereits eine Datenbankanalyse der SDH kodierenden Gene in Y. lipolytica (Zobel 
2010). Dabei zeigten die Gene YALI0D11374g und YALI0D23397g eine große 
Homologie (83 – 86 %) zu den S. cerevisiae Genen SDH1 und SDH2. Da diese beiden 
Gene mit großer Wahrscheinlichkeit auch in Y. lipolytica für die Untereinheiten des 
katalytischen Dimers der SDH kodieren, sollte eines dieser beider Gene für weitere 
Untersuchungen zur Hemmung der SDH ausgewählt werden. Im Zuge der Untersuchungen 
der Wirkung von Carboxin wurde für verschiedene Organismen gezeigt, dass 
wahrscheinlich eine Carboxin-vermittelte Blockade der Ubichinonbindestelle, die durch 
die Eisen-Schwefel-Untereinheit (Sdh2), Cytochrom B Untereinheit (Sdh3) und 
Membranankeruntereinheit (Sdh4) gebildet wird, zu einem Verlust bzw. einer Reduktion 
der SDH-Aktivität führt (Broomfield und Hargreaves 1992; Matsson und Hederstedt 2001; 
Horsefield et al. 2006; Shima et al. 2009; Shima et al. 2011). Daher wurde vermutet, dass 
in Y. lipolytica eine Veränderung von SDH2 (YALI0D23397g) bzw. dessen 
Promotorbereichs mit dem Ziel einer Reduktion der Expression vermutlich ebenfalls zu 
einer Reduktion der SDH-Aktivität führen könnte. Es ist nicht auszuschließen, dass auch 
Veränderungen der Gene für die anderen Untereinheiten gleichermaßen zu einer Reduktion 
der SDH-Aktivität führen könnten. Dennoch wurde vorerst YALI0D23397g für weitere 
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Untersuchungen ausgewählt. Im Folgenden wird YALI0D23397g nur noch als SDH2 
bezeichnet.  
3.4.1 Hemmung der SDH2-Expression 
Um das Proteinlevel der SDH-Moleküle zu reduzieren und dadurch eine Senkung der 
SDH-Aktivität zu erreichen, sollte die Expression des Gens SDH2, welches in Y. lipolytica 
vermutlich für die Eisen-Schwefel-Untereinheit der SDH kodiert, herabgesetzt werden. 
Um dies zu erreichen, sollte der native Promotorbereich von SDH2 durch einen Promotor 
mit geringerer Expressionsstärke ersetzt werden. In Juretzek et al. (2000) wurden 
Promotoren von verschiedenen Genen in Y. lipolytica hinsichtlich ihrer Regulation und 
Aktivität während des Wachstums auf verschiedenen C-Quellen charakterisiert. Dabei 
wurde unter anderem gezeigt, dass die Aktivität des ICL1-Promotors pICL1 bei Wachstum 
der Zellen mit Glucose oder Glycerol als C-Quelle stark reduziert, die Expression aber 
nicht komplett reprimiert war. Der Promotor des 3-Oxo-Acyl-Thiolase kodierenden Gens 
POT1 dagegen war bei Wachstum mit Glucose oder Glycerol komplett inaktiv. Aufgrund 
dieser Eigenschaften wurden diese beiden Promotoren für weitere Untersuchungen 
ausgewählt.  
Anschließend wurden Expressionskassetten konstruiert, die neben dem Selektionsmarker 
URA3 den entsprechenden Promotor (pICL1 oder pPOT1) fusioniert mit dem Beginn des 
SDH2-ORFs sowie einen homologen Bereich von pSDH2 enthielten (Abb. 3.13). Der 
Selektionsmarker URA3 wurde durch die sogenannten lox-sites flankiert, wodurch eine 
eventuelle spätere Entfernung dieses Markers mittels Crelox-System (Sauer 1987; 
Guldener et al. 1996; Fickers et al. 2003; Hegemann et al. 2006) ermöglicht wurde. Die 
homologen Bereiche aus pSDH2 und SDH2-ORF sollten zur homologen Integration dieser 
Expressionskassette dienen. Eine ausführliche Beschreibung der Konstruktion dieser 
Expressionskassetten wird im Methodenteil (Kapitel 2.6.3) gegeben.  
 
 
 
Abbildung 3.13: Schematische Darstellung der Expressionskassette zum Austausch des SDH2-Promotors 
gegen den Promotor der Gene ICL1 oder POT1. Beide Expressionskassetten enthielten URA3 als 
Selektionsmarker, flankiert durch die lox-sites, und homologe Bereiche des SDH2-Promotors und 
SDH2-ORF. Der SDH2-ORF wurde direkt mit dem jeweiligen Promotor fusioniert. Die pICL1 
enthaltende Expressionskassette hatte eine Größe von 4,9 kb, die pPOT1-Kassette war 3,8 kb groß.  
'pSDH2
loxR loxPURA3
pICL1 oder pPOT1 SDH2‘
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Diese Expressionskassetten wurden in den uracilauxotrophen Rezipientenstamm H222-
SW2 (MATA ura3-302 ku70Δ-1572) (Werner 2008) transformiert. Diese Arbeiten sowie 
die anschließende Selektion und Überprüfung der Transformanden auf eine homologe 
Integration der Expressionskassetten mittels PCR oder Southern Blot wurden von S. 
Angermann und S. Zobel im Rahmen eines Projektes durchgeführt (unveröffentlicht). 
Schließlich wurden die uracilprototrophen Transformanden H222-AZ1 (pICL1-SDH2) und 
H222-AZ2 (pPOT1-SDH2) erhalten, aus denen je eine für weitere Untersuchungen 
ausgewählt wurde. Die Untersuchungen zum Einfluss dieses Promotoraustauschs auf die 
SDH-Aktivität werden im Folgenden vorgestellt (Abb. 3.14). Für die Bestimmung der 
spezifischen SDH-Aktivität wurden die Stämme Y. lipolytica H222 (Wildtyp), H222-AZ1 
und H222-AZ2 in Minimalmedium mit 2 % Glucose als C-Quelle kultiviert. Die 
Probenahme für die Aktivitätsmessung erfolgte nach vier Stunden der Kultivierung. Für 
den Wildtyp wurden spezifische SDH-Aktivitäten von durchschnittlich 100 ± 3 mU mg-1 
bestimmt. H222-AZ1 zeigte dagegen mit durchschnittlich 60 ± 0,4 mU mg-1 eine um ca. 
40 % reduzierte Aktivität der SDH im Vergleich zu H222 (Abb. 3.14). Auch bei H222-
AZ2 wurden deutlich geringere SDH-Aktivitäten im Vergleich zu H222 detektiert. Die 
spezifische Aktivität der SDH in diesem Stamm war um ca. 64 % auf durchschnittlich 
34 ± 0,5 mU mg-1 reduziert. Im Vergleich zu H222-AZ1 waren die detektierten SDH-
Aktivitäten in H222-AZ2 nur noch ca. halb so groß.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.14: Spezifische Aktivitäten der Succinatdehydrogenase (SDH) in den Stämmen Y. lipolytica 
H222, H222-AZ1 (pICL1-SDH2) und H222-AZ2 (pPOT1-SDH2). Die Stämme wurden in je 100 ml 
MG bei 28°C und 220 rpm in 500-ml Erlenmeyerkolben kultiviert. Die Probenahme erfolgte nach 4 
Stunden der Kultivierung. Die SDH-Aktivität wurde nach mechanischen Zellaufschluss im 
zellfreien Extrakt nach Ackrell et al. (1978) bestimmt. Die hier dargestellten Mittelwerte und 
Standardabweichungen wurden in drei voneinander unabhängigen Versuchsdurchführungen 
ermittelt.  
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Die für H222-AZ2 ermittelten SDH-Aktivitäten sind vergleichbar mit denen, die nach 
Zugabe von 150 µg ml-1 Carboxin zu einem SDH-Assay-Ansatz bestimmt wurden (siehe 
Kapitel 3.2.1). H222-AZ1 zeigte eine äquivalente Reduktion der Aktivitäten wie bei 
Zugabe von 50 µg ml-1 Carboxin. Ob diese Reduktion der SDH-Aktivität in H222-AZ1 
und H222-AZ2 zu einer veränderten Succinatproduktion führte, wurde in anschließenden 
Kultivierungsversuchen untersucht.  
 
3.4.2 Einfluss der Hemmung der SDH2-Expression auf die Succinatproduktion 
Das Gen SDH2 kodiert für die Eisen-Schwefel-Untereinheit der Succinatdehydrogenase. 
Ein Austausch des nativen SDH2-Promotors gegen einen Promotor mit geringer Stärke bei 
Wachstum mit Glycerol als C-Quelle führt vermutlich zu einer verringerten Expression 
von SDH2 und dadurch möglicherweise zu einer reduzierten Bildung funktioneller SDH-
Komplexe. Eine gesenkte SDH-Aktivität bei Austausch von pSDH2 gegen pICL1 bzw. 
pPOT1 konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden. Ob dieser Effekt auf die Aktivität 
der SDH schließlich zu einer erhöhten Succinatproduktion führte, wird im Folgenden 
vorgestellt. Die Stämme H222-AZ1 (pICL1-SDH2) und H222-AZ2 (pPOT1-SDH2) 
wurden jeweils im Vergleich mit dem Wildtypstamm H222 in SPM kultiviert. Die 
Wachstumskinetiken und der Verlauf der Succinatproduktionen aus je einem 
Versuchsdurchlauf sind exemplarisch in den Abbildungen 3.15 und 3.16 grafisch 
dargestellt und in Tabelle 3.8 zusammengefasst. Der Stamm H222-AZ1, in dem SDH2 
unter Kontrolle des ICL1-Promotors steht, zeigte im Vergleich zu H222 ein schlechteres 
Wachstum (Abb. 3.15 a). Es wurde ein Abflachen der Wachstumskurve nach 24 h (OD600 
von ca. 11 bis 15) und ein Wiederanstieg ab ca. 300 h bis zu optischen Dichten von ca. 
30 – 34 beobachtet. Die durchschnittliche spezifische Wachstumsrate (bis 120 h) war in 
allen Versuchswiederholungen um ca. ein Viertel auf 0,016 h-1 erniedrigt im Vergleich zu 
H222 mit 0,021 h-1. Auch hinsichtlich der Succinatproduktion zeigte H222-AZ1 
Unterschiede zu H222. Es kam zu einer drastischen Erhöhung der Succinatbildung, wobei 
die Succinatmengen im Laufe der Kultivierung stark zu- und ab ca. 350 h wieder 
abnahmen (Abb. 3.15 b). Es ist nicht auszuschließen, dass es einen Zusammenhang 
zwischen Abnahme der Succinatmengen und Anstieg des Wachstums zum Ende der 
Kultivierung gibt. 
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Abbildung 3.15: Wachstum (a) und Succinatproduktion (b) der Stämme H222 und H222-AZ1 (pICL1-
SDH2) in SPM. Die Stämme wurden in je 100 ml SPM in 500-ml Erlenmeyerkolben bei 28°C und 
220 rpm mit 10 % Glycerol kultiviert. Die Bestimmung der Succinatgehalte im Kulturüberstand 
erfolgte ionenchromatografisch. Dargestellt sind die Ergebnisse eines Kultivierungsversuchs 
exemplarisch für alle drei Versuchsdurchläufe. 
 
H222-AZ1 zeigte mit maximal 15,3 ± 0,5 g L-1 Succinat und einer durchschnittlichen 
Produktivität von 48,6 ± 1,8 mg L-1 h-1 im Vergleich zu H222 mit 1,2 ± 0,1 g L-1 Succinat 
und 3,4 ± 0,4 mg L-1 h-1 eine 13 – 14fach gesteigerte Succinatproduktion (Tab. 3.8). Die 
biomassespezifische Produktbildungsrate war mit 4,1 ± 0,5 µg OD-1 h-1 sogar um das ca. 
41fache erhöht (Tab. 3.8).  
Das Wachstum des Stamms H222-AZ2, dessen SDH2-Expression durch pPOT1 
kontrolliert wird, war mit dem von H222-AZ1 vergleichbar und auch schlechter als das 
Wachstum des Wildtyps (Abb. 3.16 a). Die durchschnittliche spezifische Wachstumsrate 
(bis 120 h) war in allen Versuchswiederholungen um ca. ein Drittel (0,014 h-1) im 
Vergleich zu H222 reduziert. Auch mit H222-AZ2 kam es zu einer drastischen Steigerung 
der Succinatproduktion während der Kultivierung in SPM mit 10 % Glycerol als C-Quelle 
(Abb. 3.16 b). Mit durchschnittlichen maximalen Succinatmengen von 30,0 ± 3,7 g L-1 
Succinat und einer durchschnittlichen volumenspezifischen Produktivität von 
83,6 ± 3,4 mg L-1 h-1 war die Succinatproduktion mit H222-AZ2 im Vergleich zu H222 um 
das 25fache erhöht. Auch im Vergleich zu H222-AZ1 zeigte sich eine Steigerung um das 
Doppelte hinsichtlich maximaler Succinatgehalte und volumenspezifischen 
Produktivitäten. Die biomassespezifische Produktbildungsrate von 4,5 ± 0,3 µg OD-1 h-1 
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war zwar deutlich höher (45fach) als die des Wildtyps, aber im Vergleich zu H222-AZ1 
mit 4,1 ± 0,5 µg OD-1 h-1 war der Unterschied nur minimal (Tab. 3.8).  
 
Abbildung 3.16: Wachstum (a) und Succinatproduktion (b) der Stämme H222 und H222-AZ2 (pPOT1-
SDH2) in SPM. Die Stämme wurden in je 100 ml SPM in 500-ml Erlenmeyerkolben bei 28°C und 
220 rpm mit 10 % Glycerol kultiviert. Die Bestimmung der Succinatgehalte im Kulturüberstand 
erfolgte ionenchromatografisch. Dargestellt sind die Ergebnisse eines Kultivierungsversuchs 
exemplarisch für zwei Versuchsdurchläufe. 
 
Tabelle 3.8: Maximale Produktmengen (SAmax), durchschnittliche Produktivitäten (Q) und spezifische 
Produkt-bildungsraten (q) für die Succinatbildung durch die Stämme Y. lipolytica H222, H222-AZ1 
(pICL1-SDH2) und H222-AZ2 (pPOT1-SDH2) bei Kultivierung in SPM. Die durchschnittlichen 
Produktbildungsraten wurden während der Produktionsphase zwischen ca. 100 und 400 h der 
Kultivierung bestimmt.  
 
Stamm  
SAmax 
 
[g L-1] 
Q 
 
[mg L-1 h-1] 
q 
 
[µg OD-1 h-1] 
H222  1,2 ± 0,1 3,4 ± 0,4 0,1 ± 0,0 
H222-AZ1  15,3 ± 0,5 48,6 ± 1,8 4,1 ± 0,5 
H222-AZ2  30,0 ± 3,7 83,6 ± 3,4 4,5 ± 0,3 
 
Die Herabsetzung der SDH2-Expression mittels Austausch des SDH2-Promotors gegen die 
bei Wachstum mit Glycerol schwach oder nicht exprimierten Promotoren pICL1 bzw. 
pPOT1 führte sowohl zu einer Reduktion der SDH-Aktivität als auch zur drastischen 
Steigerung der Succinatproduktion. Der Stamm H222-AZ2, bei dem das Gen SDH2 unter 
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Kontrolle von pPOT1 exprimiert wird, zeigte die geringste spezifische Aktivität der SDH 
in Wachstumsmedium und produzierte die höchsten Succinatmengen mit den höchsten 
volumenspezifischen Produktivitäten.  
Die in H222-AZ2 und H222-AZ1 vorgenommenen gentechnischen Veränderungen 
resultierten jedoch nicht nur in einer Steigerung der Succinatproduktion, sondern auch in 
Effekten auf das Nebenproduktspektrum und den maximal gebildeten Gesamtsäuregehalt 
aus den gebildeten Succinat-, Malat-, AKG- und Fumaratmengen (Tab. 3.9). Sowohl in 
H222-AZ1 als auch in H222-AZ2 waren die Gesamtsäuregehalte im Vergleich zu H222 
(7,8 ± 0,7 g L-1) drastisch erhöht. Für H222-AZ1 mit insgesamt 22,8 ± 0,9 g L-1 wurde eine 
13fache, für H222-AZ2 mit 33,6 ± 3,6 g L-1 sogar eine 25fache Steigerung des 
Gesamtsäuregehalts beobachtet. Die durch H222-AZ1 gebildeten maximal detektierbaren 
Malat-Mengen waren mit denen von H222 (3,3 ± 0,3 g L-1) vergleichbar (Tab. 3.9). Die 
AKG-Mengen dagegen waren durchschnittlich um 1,0 g L-1 höher als beim Wildtyp. Nur 
die maximalen Fumaratgehalte (1,0 ± 0,2 g L-1) waren 20 % niedriger als bei H222 
(1,3 ± 0,1 g L-1). H222-AZ2 dagegen zeigte bei den organischen Säuren Malat und 
Fumarat eine drastische Reduktion der maximalen Produktmengen. Die detektierbaren 
Malatmengen waren nur noch ca. 0,27-mal (0,9 ± 0,1 g L-1) und die Fumaratgehalte nur 
noch 0,15-mal (0,2 g L-1) so hoch wie beim Wildtyp und auch im Vergleich zu H222-AZ1 
waren diese Mengen deutlich niedriger.  
Außerdem wurde mit H222-AZ2, wie auch mit H222-AZ1, eine gesteigerte AKG-Bildung 
beobachtet. So produzierte H222-AZ2 durchschnittlich maximale AKG-Mengen von 
2,6 ± 0,9 g L-1 im Gegensatz zu H222 mit 2,0 ± 0,2 g L-1 AKG bei Kultivierung in SPM.  
 
Tabelle 3.9: Maximal gebildete Produktmengen der organischen Säuren Succinat (SA), Malat (MA), 
α-Ketoglutarat (AKG) und Fumarat (FA) bei Kultivierung der Stämme Y. lipolytica H222, H222-
AZ1 (pICL1-SDH2) und H222-AZ2 (pPOT1-SDH2) in SPM. Die Gesamtsäure ergibt sich als 
Summe aus allen betrachteten Säuren. Die Durchschnittswerte ergeben sich aus mindestens zwei 
Versuchsdurchführungen.  
 
 
Gesamtsäure 
 
[g L-1] 
SAmax 
 
[g L-1] 
MAmax 
 
[g L-1] 
AKGmax 
 
[g L-1] 
FAmax 
 
[g L-1] 
H222 7,8 ± 0,7 1,2 ± 0,1 3,3 ± 0,3 2,0 ± 0,2 1,3 ± 0,1 
H222-AZ1 22,8 ± 0,9 15,3 ± 0,5 3,5 ± 0,5 3,0 ± 0,3 1,0 ± 0,2 
H222-AZ2 33,6 ± 3,6 30,0 ± 3,7 0,9 ± 0,1 2,6 ± 0,9 0,2 ± 0,0 
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Die gesteigerte Succinatproduktion resultierte außerdem in einer erhöhten Selektivität für 
Succinat (Abb. 3.17). Der Succinatanteil am Gesamtsäuregehalt lag bei H222-AZ1 bei 
durchschnittlich 67,4 % und war damit ca. 4,4-mal höher als bei H222 (15,3 %). Der durch 
H222-AZ2 produzierte Succinatanteil war mit durchschnittlich 89,3 % jedoch deutlich 
größer. Im Vergleich zu H222 entspricht dies einer ca. 6fachen, im Vergleich zu H222-
AZ1 einer 1,3fachen Steigerung des Succinatanteils am Gesamtsäuregehalt. Des Weiteren 
wurde eine Reduktion der Anteile von Malat, AKG und Fumarat beobachtet, die bei H222-
AZ2 im Vergleich zum Wildtyp deutlich drastischer war als bei H222-AZ1 (Abb. 3.17). 
Der Malatanteil war von durchschnittlich 42,4 % (H222) auf 15,2 % (H222-AZ1) bzw. 
2,6 % (H222-AZ2) gesenkt. AKG hatte nur noch einen Anteil von durchschnittlich 12,9 % 
bei H222-AZ1 bzw. von 7,6 % bei H222-AZ2 anstatt 25,5 % beim Wildtyp. Besonders 
gravierend war die Reduktion des Fumaratanteils, der bei H222-AZ2 nur noch 0,5 % 
entsprach und damit 33,8fach kleiner als der Fumaratanteil des Wildtyps (16,8 %) war. 
H222-AZ1 zeigte dagegen nur rund 4fach gesenkte Prozentanteile auf 4,4 %.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.17: Prozentuale Anteile der durch H222, H222-AZ1 (pICL1-SDH2) und H222-AZ2 (pPOT1-
SDH2) gebildeten organischen Säuren Succinat (SA), Malat (MA), α-Ketoglutarat (AKG) und 
Fumarat (FA) am Gesamtsäuregehalt. Die Y. lipolytica Stämme H222, H222-AZ1 und H222-AZ2 
wurden in mit je 100 ml SPM mit 10 % Glycerol als C-Quelle in 500-ml Erlenmeyerkolben bei 
28°C und 220 rpm kultiviert. 
 
Die Ergebnisse dieser Kultivierungsversuche zeigten, dass eine durch Veränderungen auf 
Genebene hervorgerufene Minderung der SDH-Aktivität zu einer gesteigerten 
Succinatproduktion und erhöhten Selektivität der Succinatbildung führen kann, wie sie 
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bereits durch eine Carboxin-vermittelte SDH-Hemmung erreicht werden konnte (siehe 
Kapitel 3.2.3). Die mit H222-AZ2 erzielten Succinatproduktionswerte sind vergleichbar 
mit denen durch Zugabe von Carboxin beobachteten maximalen Succinatgehalte und 
biomassespezifischen Produktbildungsraten (siehe Tabelle 3.1). Die volumenspezifischen 
Produktivitäten waren allerdings mit H222-AZ2 höher als bei Kultivierung von H222 mit 
Carboxin. So wurden bei Zugabe von 150 µg ml-1 Carboxin zu Beginn der Kultivierung 
von H222 in SPM Produktivitäten von durchschnittlich 65,5 ± 7,6 mg L-1 h-1, bei einem 
Promotoraustauch von pSDH2 gegen pPOT1 in H222-AZ2 dagegen 83,6 ± 3,4 mg L-1 h-1 
bestimmt. Es ist also möglich, auf Carboxin zu verzichten und trotzdem eine drastische 
Steigerung der Succinatproduktion zu erzielen. Hinzu kommt, dass zwar auch bei 
Carboxinzugabe die Selektivität für die Succinatbildung deutlich erhöht war (78 %, siehe 
Abb. 3.6), diese jedoch durch H222-AZ2 abermals gesteigert werden konnte, so dass 
Selektivitäten um ca. 89 % erreicht wurden. Auch die Bildung der Nebenprodukte, 
besonders Malat und Fumarat, war mit H222-AZ2 im Vergleich zu den nach 
Carboxinzugabe detektierten Mengen nochmals reduziert, was dann in niedrigeren 
Anteilen der Nebenprodukte am Gesamtsäuregehalt, aber auch insgesamt in geringeren 
Gesamtsäuregehalten resultierte.  
Da gezeigt werden konnte, dass eine Überexpression des Pyruvatcarboxylase kodierenden 
Gens PYC1 in Kombination mit einer carboxin-vermittelten Hemmung der SDH bereits zu 
einer Steigerung der Succinatproduktion führte, sollten im Folgenden Stämme konstruiert 
werden, in denen der Austausch von pSDH2 gegen pPOT1 und eine Überexpression von 
PYC1 kombiniert vorliegen.  
 
3.4.3 Kombination der Hemmung der SDH2-Expression mit einer Überexpression 
von PYC1 
Für die Konstruktion eines Stamms, in dem sowohl der SDH2-Promotor gegen den POT1-
Promotor ausgetauscht als auch das Pyruvatcarboxylase kodierende Gen PYC1 
überexprimiert vorliegen, wurde H222-AZ2 als Ausgangsstamm verwendet. Um diesen für 
weitere Manipulationen einsetzen zu können, musste in H222-AZ2 erst eine 
Uracilauxotrophie erzeugt werden. Wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben, wurde die 
Expressionskassette zum Austausch des SDH2-Promotors so konstruiert, dass das 
Markergen URA3, das essenziell für die zelleigene Uracilsynthese ist, von den sogenannten 
lox-sites flankiert wurde. Um dieses Markergen wieder zu entfernen und dadurch den 
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Verlust der Uracilprototrophie zu erreichen, wurde das sogenannte Crelox-System 
angewendet (Sauer 1987; Guldener et al. 1996; Fickers et al. 2003; Hegemann et al. 2006). 
Dazu wurde H222-AZ2 mit dem Plasmid pUB4-Cre transformiert, das sowohl ein Gen für 
die Cre-Rekombinase als auch ein HygromycinB-Resistenz-vermittelndes Gen enthielt. 
Die Zellen wurden anschließend auf HygromycinB-haltigem Vollmedium und dann auf 
Minimalmedium mit bzw. ohne Uracil selektiert. Transformanden, in denen es mit Hilfe 
der Cre-Rekombinase zu einer Rekombination der lox-sites kam, konnten aufgrund des 
dadurch verursachten Verlusts von URA3 kein Uracil mehr produzieren und somit nicht 
mehr auf uracilfreien Medium wachsen. Aus diesen uracilauxotrophen Transformanden 
wurde eine Transformande ausgewählt (H222-AZ2U) und für die weiteren Arbeiten 
verwendet. Im Anschluss wurde das durch Kretzschmar (2010) konstruierte integrative 
multicopy Plasmid p64PYC, welches das in Y. lipolytica für die Pyruvatcarboxylase 
kodierende Gen PYC1 mit eigenem Promotor- und Terminatorbereichen sowie das URA3-
Allel ura3d4 als multicopy Markergen und rDNA als Integrationssequenz enthielt, mittels 
Lithiumacetat-Methode (Barth und Gaillardin 1996) in den uracilauxotrophen Stamm 
H222-AZ2U transformiert. Es erfolgte eine Selektion der uracilprototrophen 
Transformanden auf uracilfreiem Minimalmedium mit Glucose als C-Quelle. Aus den 
erhaltenen Transformanden wurden drei ausgewählt und hinsichtlich der multiplen 
Integration von p64PYC überprüft. Zum Nachweis der mehrfachen Integration von PYC1 
mittels Southern Blot Hybridisierung wurde die von Kretzschmar (2010) beschriebene 
Strategie verwendet. Die genomische DNA wurde isoliert und mit dem Restriktionsenzym 
EcoRV verdaut. Die zum Nachweis verwendete Sonde war spezifisch für den PYC1 ORF. 
Neben den drei H222-AZ8 Transformanden wurden als Referenzen auch der Wildtyp 
H222 und der Ausgangsstamm H222-AZ2 getestet. In allen Stämmen wurde eine Bande 
für die genomische Kopie von PYC1 mit einer Größe von 8,9 kb nachgewiesen 
(Abb. 3.18 a). In den multicopy Transformanden H222-AZ8 T3 – T5 konnten zusätzliche 
Banden bei 6,2 kb detektiert werden, welche spezifisch für den durch das Plasmid p64PYC 
eingebrachten PYC1 ORF waren. Anhand der stärkeren Intensität dieser vektoriellen 
Banden im Vergleich zu den genomischen Banden war von einer mehrfachen Integration 
des Plasmids auszugehen. Nachdem die multiple Integration des Plasmids p64PYC mittels 
Southern Hybridisierung verifiziert werden konnte, wurde die spezifische 
Pyruvatcarboxylaseaktivität in den Transformanden H222-AZ8 T3 – T5 ermittelt. Dazu 
wurden alle drei Transformanden sowie der Wildtyp H222 in Minimalmedium mit Glucose 
kultiviert. Nach 4 Stunden wurden Zellen geerntet und mechanisch aufgeschlossen. Die 
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Bestimmung der PYC-Aktivität im zellfreien Extrakt erfolgte nach van Urk et al. (1989). 
Für alle drei Transformanden wurde eine im Vergleich zu H222 gesteigerte spezifische 
Aktivität der PYC nachgewiesen (Abb. 3.18 b). 
 
Abbildung 3.18: Southern Blot Hybridisierung zum Nachweis der multiplen Integration von p64PYC in 
H222-AZ2U (a) und spezifische Pyruvatcarboxylaseaktivitäten (b) der Transformanden H222-AZ8 
T3 – T5. (a) Die genomische DNA wurde mit EcoRV verdaut und aufgetrennt. Der Nachweis von 
PYC1 erfolgte mit einer PYC1-spezifischen DNA-Sonde; 1) H222; 2) H222-AZ2; 3-5) H222-AZ8 
T3-T5; 6) Molekulargewichtsstandard, λ-DNA mit HindIII verdaut. (b) H222 und H222-AZ8 T3-T5 
wurden in MG bei 28°C und 220 rpm kultiviert (3 Wiederholungen). Nach 4 Stunden wurden die 
Zellen geerntet und mechanisch aufgeschlossen. Die PYC-Aktivität wurde im zellfreien Extrakt 
nach van Urk et al. (1989) detektiert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach 
Bradford (1976).   
 
Wie in der Arbeit von Kretzschmar (2010) wurde auch hier nur eine ca. dreifache 
Steigerung (2,6 – 3,1fach) der PYC-Aktivität bei Überexpression von PYC1 beobachtet.  
Im Anschluss wurden die Transformanden H222-AZ8 T3, T4 und T5 zusammen mit dem 
Wildtyp H222 und dem Ausgangsstamm H222-AZ2 in SPM kultiviert, um den Einfluss 
der PYC1-Überexpression in Kombination der reduzierten SDH-Aktivität auf die 
Succinatproduktion zu untersuchen. In Abbildung 3.19 sind die Wachstumskinetiken und 
die Verläufe der Succinatproduktion eines Kultivierungsversuchs dargestellt. Diese 
Befunde konnten in weiteren Versuchswiederholungen bestätigt werden. Hinsichtlich des 
Wachstums zeigten die AZ8-Transformanden keine gravierenden Unterschiede zu H222-
AZ2. Im Vergleich zu H222 zeigten aber alle Stämme ein schlechteres Wachstum und 
verringerte Wachstumsraten von 0,013 – 0,014 h-1 (H222: 0,018 h-1). Auch in diesen 
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Versuchen zeigten sich für H222-AZ2, aber auch für die H222-AZ8-Transformanden 
abgeflachte Wachstumskurven ab ca. 24 h und eine erneuter Anstieg der optischen Dichten 
ab 250 – 300 Stunden der Kultivierung (Abb. 3.19 a). Der Wildtypstamm H222 dagegen 
zeigte ein stätiges Wachstum im Laufe der Kultivierung.  
 
Abbildung 3.19: Wachstum (a) und Succinatproduktion (b) der Stämme H222, H222-AZ2 und H222-AZ8 
T3 – T5 in SPM. Die Stämme wurden in je 100 ml SPM in 500-ml Erlenmeyerkolben bei 28°C und 
220 rpm mit 10 % Glycerol kultiviert. Die Bestimmung der Succinatgehalte im Kulturüberstand 
erfolgte ionenchromatografisch. Dargestellt sind die Ergebnisse eines Kultivierungsversuchs 
exemplarisch für zwei Versuchswiederholungen. 
 
Weiterhin wurde eine Steigerung der Succinatproduktion beobachtet (Abb. 3.19 b). Dabei 
produzierten die Transformanden H222-AZ8 T3 bis T5 mehr Succinat als H222-AZ2, der 
im Vergleich zum Wildtyp schon deutlich höhere Succinatmenge sekretierte. Mit 
durchschnittlich 43,9 ± 7,9 g L-1 Succinat wurden bei H222-AZ8 T4 die höchsten 
Succinatgehalte detektiert (Tab. 3.10). Im Vergleich zu H222 entspricht dies einer ca. 
34fachen Steigerung der Succinatproduktion, im Vergleich zu H222-AZ2 einer Steigerung 
um ca. 50 %. Auch bezüglich der Produktivitäten wurden deutliche Steigerungen 
beobachtet. Mit durchschnittlich 126,5 bis 148,3 mg L-1 h-1 waren die volumenspezifischen 
Produktbildungsraten 30 – 36mal höher als beim Wildtyp (4,1 ± 1,4 mg L-1 h-1) und 1,5 – 
1,7fach im Vergleich zu H222-AZ2 (83,6 ± 3,4 mg L-1 h-1) gesteigert. Die 
biomassespezifischen Produktbildungsraten waren mit durchschnittlich 6,4 bis 
8,9 µg OD-1 h-1 ebenfalls deutlich höher als beim Wildtyp  (0,1 µg OD-1 h-1) und bei H222-
AZ2 (4,5 ± 0,3 µg OD-1 h-1).     
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Tabelle 3.10: Maximale Produktmengen (SAmax), durchschnittliche Produktivitäten (Q) und spezifische 
Produkt-bildungsraten (q) für die Succinatbildung durch die Stämme Y. lipolytica H222, H222-AZ2 
(pPOT1-SDH2) und H222-AZ8 T3 bis T5 (pPOT1-SDH2 mcPYC1) bei Kultivierung in SPM. Die 
durchschnittlichen Produktbildungsraten wurden während der Produktionsphase zwischen ca. 100 
und 400 h der Kultivierung bestimmt.  
 
Stamm  
SAmax 
 
[g L-1] 
Q 
 
[mg L-1 h-1] 
q 
 
[µg OD-1 h-1] 
H222  1,3 ± 0,1 4,1 ± 1,4 0,1 ± 0,0 
H222-AZ2  30,0 ± 3,7 83,6 ± 3,4 4,5 ± 0,3 
H222-AZ8 T3  41,5 ± 10,0 126,5 ± 19,1 6,4 ± 0,9 
H222-AZ8 T4  43,9 ± 7,9 129,4 ± 13,0 8,2 ± 1,5 
H222-AZ8 T5  41,5 ± 1,4 148,3 ± 37,6 8,9 ± 2,6 
 
Von allen AZ8-Transformanden zeigte T4 die höchsten maximalen Succinatmengen, T5 
dagegen war hinsichtlich der Produktivitäten der Succinatbildung deutlich besser als H222-
AZ8 T3 und T4.  
Die zum SDH2-Promotoraustausch zusätzlich eingeführte Überexpression des Gens PYC1 
wirkte sich aber auch auf die Bildung der Nebenprodukte Malat, AKG und Fumarat aus. 
Wie bei H222-AZ2 wurden auch bei den Transformanden von H222-AZ8 Reduktionen der 
maximalen Malat- und Fumaratgehalte und eine leichte Steigerung der AKG-Gehalte im 
Vergleich zu H222 beobachtet (Tab. 3.11). H222-AZ2 zeigte mit durchschnittlich 
0,9 ± 0,1 g L-1 Malat 3,6fach niedrigere maximale Malatmengen als der Wildtyp 
(3,2 ± 0,2 g L-1), wohingegen die AZ8-Transformanden mit maximal 1,3 bis 1,5 g L-1 
Malat zwar geringere Mengen als H222 produzierten, die Reduktion aber weniger drastisch 
(2,1 – 2,5fach) ausfiel als bei H222-AZ2. Auch in Hinsicht auf die durchschnittlichen 
maximalen Fumaratgehalte wurden höhere Produktmengen als bei H222-AZ2 
nachgewiesen. Die durch H222-AZ8 T3 bis T5 produzierten maximalen Fumaratmengen 
(0,3 bis 0,4 g L-1) waren drei- bis viermal geringer als die des Wildtyps. Bei H222-AZ2 
dagegen wurden durchschnittlich sechsmal niedrigere Fumaratmengen (0,2 g L-1) im 
Vergleich zu H222 mit 1,2 ± 0,3 g L-1 Fumarat detektiert. Die Bildung von AKG war bei 
allen AZ8-Transformanden und H222-AZ2 mit durchschnittlichen maximalen AKG-
Gehalten von 2,4 bis 3,0 g L-1 AKG ca. 1,3 bis 1,6fach erhöht im Vergleich zum Wildtyp 
mit durchschnittlich 1,9 ± 0,2 g L-1 AKG (Tab. 3.11). Diese minimale Steigerung der 
Maximalgehalte aller Säuren von H222-AZ2 zu H222-AZ8 wurde bereits in ähnlicher 
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Form bei der alleinigen Überexpression von PYC1 im Vergleich zum Ausgangsstamm 
H222 beobachtet (siehe Kapitel 3.3.4, Tab.3.5). Aufgrund der gesteigerten 
Succinatproduktion wurden insgesamt auch höhere Gesamtsäuregehalte in allen AZ8-
Transformanden im Vergleich zu H222 (ca. sechsmal höher) und zu H222-AZ2 (1,4mal) 
nachgewiesen (Tab. 3.11).  
 
Tabelle 3.11: Maximal gebildete Produktmengen der organischen Säuren Succinat (SA), Malat (MA), 
α-Ketoglutarat (AKG) und Fumarat (FA) bei Kultivierung der Stämme Y. lipolytica H222, H222-
AZ2 (pPOT1-SDH2) und H222-AZ8 T3 bis T5 (pPOT1-SDH2 mcPYC1) bei Kultivierung in SPM. 
Die Gesamtsäure ergibt sich als Summe aus den maximal detektierten Mengen aller betrachteten 
Säuren. Die Durchschnittswerte ergeben sich aus mindestens zwei Versuchsdurchführungen.  
 
 
Gesamtsäure 
 
[g L-1] 
SAmax 
 
[g L-1] 
MAmax 
 
[g L-1] 
AKGmax 
 
[g L-1] 
FAmax 
 
[g L-1] 
H222 7,6 ± 0,7 1,3 ± 0,1 3,2 ± 0,3  1,9 ± 0,2 1,2 ± 0,3 
H222-AZ2 33,6 ± 3,6 30,0 ± 3,7 0,9 ± 0,1 2,6 ± 0,9 0,2 ± 0,0 
H222-AZ8 T3 45,5 ± 9,2 41,5 ± 10,0 1,3 ± 0,2 2,4 ± 0,5 0,3 ± 0,1 
H222-AZ8 T4 48,1 ± 6,7 43,9 ± 7,9 1,4 ± 0,3 2,5 ± 0,8 0,4 ± 0,1 
H222-AZ8 T5 46,3 ± 2,0 41,5 ± 1,4 1,5 ± 0,1 3,0 ± 0,4 0,4 ± 0,1 
 
Obwohl in den Stämmen H222-AZ8 T3 bis T5 durch eine Kombination einer 
herabgesetzten SDH2-Expression durch Austausch des nativen Promotors gegen pPOT1 
mit der Überexpression von PYC1 eine nochmalige Steigerung der Succinatproduktion im 
Vergleich zu H222-AZ2, in dem nur der Promotoraustausch stattfand, nachgewiesen 
wurde, war die Selektivität für die Succinatbildung in diesen neu-konstruierten 
Transformanden nur in geringem Maße erhöht im Vergleich zu H222-AZ2 (Abb. 3.20). 
H222-AZ8 T3 und T4 zeigten einen 1,4 – 1,7 % höheren Succinatanteil als H222-AZ2 und 
damit eine 5,5fache Steigerung des prozentualen Anteils von Succinat an der Gesamtsäure 
im Vergleich zum Wildtyp. H222-AZ2 und H222-AZ8 T5 unterschieden sich mit 89,6 % 
und 91,0 % Succinat kaum voneinander. Der Malatanteil war bei allen Stämmen um das 
ca. 14 – 16fache reduziert im Vergleich zum Wildtyp mit 42,5 %, wobei dieser bei den 
AZ8-Transformanden etwas höher war als bei H222-AZ2. Auch die prozentualen 
Fumaratanteile waren stark reduziert im Vergleich zum Wildtyp, im Vergleich zu H222-
AZ2 waren diese in H222-AZ8 T3 bis T5 jedoch ca. 1,5fach erhöht. Einzig die 
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durchschnittlichen prozentualen Anteile von AKG am Gesamtsäuregehalt waren in den 
AZ8-Transformanden um ca. ein Viertel kleiner als bei H222-AZ2. Hierbei kam es zu 
einer Reduktion von 25,3 % AKG bei H222 auf 5,3 – 6,0 % bei H222-AZ8 T3 bis T5. 
H222-AZ2 zeigte AKG-Anteile von durchschnittlich 7,6 %.  
 
 
Abbildung 3.20: Prozentuale Anteile der organischen Säuren Succinat (SA), Malat (MA), α-Ketoglutarat 
(AKG) und Fumarat (FA) am Gesamtsäuregehalt während der Kultivierung der Stämme H222, 
H222-AZ2 und H222-AZ8 T3 bis T5 in SPM. Der Gesamtsäuregehalt stellt die Summe der 
durchschnittlichen maximal detektierten Mengen der jeweiligen Säuren dar.  
 
Von den drei ausgewählten Transformanden von H222-AZ8 produzierte T4 die höchsten 
durchschnittlichen maximalen Succinatmengen und zeigte die höchste Selektivität für 
Succinat. Die Transformande T5 dagegen war hinsichtlich der Produktivitäten besser als 
T3 und T4. Allerdings sollte an dieser Stelle noch keine abschließende Aussage getroffen 
werden, welche der Transformanden am besten geeignet ist, da die Kultivierung in einem 
für die Succinatproduktion nicht-optimierten Medium durchgeführt wurde. Es konnte 
jedoch prinzipiell gezeigt werden, dass eine Kombination einer durch Promotoraustausch 
hervorgerufenen Reduktion der SDH2-Expression mit der Überexpression von PYC1 und 
damit einhergehenden reduzierten SDH- bzw. erhöhten PYC-Aktivitäten zu einer weiteren 
Steigerung der Succinatproduktion führte im Vergleich zum alleinigen Promotoraustausch. 
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4 Diskussion 
Aufgrund ihres großen Potenzials für industrielle Anwendungen gehört Bernsteinsäure 
momentan zu den für die Industrie sehr interessanten Substanzen, die durch 
Mikroorganismen produziert werden können. Gegenwärtig wird Succinat auf dem 
petrochemischen Weg aus Butan über Maleinsäureanhydrid produziert (Zeikus et al. 1999). 
Die chemische Synthese erfordert Schwermetallkatalysatoren, organische Lösungsmittel 
und hohe Drücke und ist dadurch kostenintensiv und aus ökologischer Sicht bedenklich 
(Raab et al. 2010). Aufgrunddessen und in Anbetracht der Endlichkeit der 
Ausgangssubstanzen stieg in den letzten Jahren das Interesse an einer biotechnologischen 
Produktion von Succinat. Eine Vielzahl von bakteriellen Produzenten wurde bereits 
untersucht und gentechnisch optimiert (Übersichten in Zeikus et al. 1999; Song und Lee 
2006; McKinlay et al. 2007b; Sauer et al. 2008; Li et al. 2011). Aber nicht nur Bakterien, 
sondern auch Hefen werden als Produzenten in Betracht gezogen. Dabei ist besonders die 
Hefe Y. lipolytica aufgrund ihrer natürlichen Fähigkeit zur Produktion hoher Mengen an 
organischen Säuren von Interesse. Das Hauptziel dieser Arbeit war daher die Steigerung 
der Succinatproduktion durch eine gentechnische Optimierung eines Stamms der Hefe 
Y. lipolytica. Um diese Steigerung zu erreichen, wurde der Einfluss verschiedener Enzyme 
auf die Succinatproduktion untersucht. Dazu wurden Stämme konstruiert bzw. eingesetzt, 
in denen die Gene der α-Ketoglutaratdehydrogenase, Pyruvatcarboxylase oder 
Isocitratlyase überexprimiert wurden. Die Aktivität der Succinatdehydrogenase, die die 
Umsetzung von Succinat zu Fumarat im Tricarbonsäurezyklus katalysiert, wurde mit Hilfe 
des Antibiotikums Carboxin auf Proteinebene sowie durch Herabsetzung der Expression 
eines SDH-Gens reduziert. Es wurde gezeigt, dass die SDH offenbar das Schlüsselenzym 
für die Succinatüberproduktion darstellt und eine Reduktion ihrer Aktivität zu einer 
gesteigerten Succinatbildung führte. Eine Kombination der reduzierten SDH-Aktivität mit 
einer gesteigerten PYC-Aktivität resultierte schließlich in einer weiteren Erhöhung der 
Succinatproduktion. Die Überexpression der KGDH- und ICL-Gene sowohl einzeln als 
auch in Kombination mit einer herabgesetzten SDH-Aktivität führten im Vergleich zum 
Wildtyp nicht zu gesteigerten Succinatproduktmengen.  
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4.1 Produktion von Succinat durch Y. lipolytica 
Im Rahmen der Dissertation von C. Bodinus (2011) zur Untersuchung der 
Itaconsäureproduktion durch Hefen wurden auch Wildtypstämme von Y. lipolytica in dem 
für die Itaconsäureproduktion optimierten Medium nach Tabuchi et al. (1981) kultiviert. 
Bei der Untersuchung der sekretierten Säuren wurde u. a. auch Succinat detektiert 
(persönliche Mitteilung). Daraufhin erfolgte eine weitere Untersuchung der 
Succinatproduktion durch Y. lipolytica mit dem Ziel der Steigerung der Succinatmengen 
im Rahmen dieser Dissertation bzw. der Dissertation von A. Kretzschmar (2010). In 
Zusammenarbeit mit A. Kretzschmar wurde zu Beginn der Arbeiten der Wildtypstamm 
Y. lipolytica H222 unter Verwendung verschiedener C-Quellen kultiviert, um die für die 
Succinatproduktion geeignetste C-Quelle auszuwählen. Zusätzlich zu den in der Arbeit von 
A. Kretzschmar untersuchten C-Quellen Glucose und Glycerol wurde auch 
Sonnenblumenöl als C-Quelle für die Succinatproduktion getestet. Der Wildtypstamm 
Y. lipolytica H222 zeigte mit Glycerol als C-Quelle die höchsten detektierbaren 
Succinatmengen (bis zu 5,8 g L-1) und Produktbildungsraten, wie bereits in Kretzschmar 
(2010) beschrieben. Mit Glucose als C-Quelle bildete Y. lipolytica H222 ebenfalls 
Succinat, allerdings deutlich weniger (durchschnittlich 1,5 g L-1) als mit Glycerol. Im 
Vergleich dazu gab es keine nachweisbare Succinatproduktion bei Kultivierung des 
Wildtypstamms mit Sonnenblumenöl. Es wird vermutet, dass es einen Zusammenhang 
zwischen Wachstum und Succinatbildung geben könnte. So zeigte H222 in 
glycerolhaltigem Medium zwar die höchsten Produktionswerte für Succinat, aber auch das 
Wachstum mit der niedrigsten Wachstumsgeschwindigkeit. Umgekehrt wurde mit 
Sonnenblumenöl die größte Wachstumsgeschwindigkeit beobachtet, aber keine 
Succinatproduktion. Die metabolischen Zusammenhänge sind bisher ungeklärt. Denkbar 
wäre eine C-Quellen abhängige Expressionskontrolle der beteiligten Gene. Juretzek et al. 
(2000) untersuchten die Promotoren bestimmter Gene (G3P, ICL1, POX1, POX2, POX5, 
POT1, XPR2) in Y. lipolytica in Hinblick auf ihre Regulation und Aktivitäten während des 
Wachstums mit unterschiedlichen C-Quellen. Es wurde gezeigt, dass die Wahl der C-
Quelle einen entscheidenden Einfluss auf die Aktivität der untersuchten Promotoren hatte. 
Wie sich die Aktivitäten dieser Promotoren und die daraus resultierende Expression der 
kontrollierten Gene auf die Succinatbildung auswirken, wurde nicht untersucht. Weitere 
Gene bzw. Promotoren, wie z. B. die der SDH, wurden nicht betrachtet. Weiterhin ist 
unklar, welchen Regulationsmechanismen die an der Succinatbildung beteiligten Enzyme 
unterliegen und ob diese Mechanismen abhängig von der zur Verfügung stehenden C-
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Quelle oder den gebildeten Metaboliten sind. Ein Aufschluss darüber könnte die 
Determination der Aktivitäten der beteiligten Enzyme während des Wachstums im 
Produktionsmedium mit verschiedenen C-Quellen geben. Weiterhin könnte eine 
Charakterisierung des Stoffwechsels der eingesetzten C-Quellen mittels 13C Flux-Analyse 
und Metabolomuntersuchung (wie z. B. bei Christen und Sauer et al. (2011)) zur 
Aufklärung der Unterschiede in der Succinatproduktion hilfreich sein. Während der in 
dieser Arbeit durchgeführten Produktionsversuche mit dem Y. lipolytica Wildtypstamm 
H222 und Glycerol als C-Quelle wurden in den unterschiedlichen 
Versuchsdurchführungen teilweise unterschiedlich hohe Maximalgehalte für Succinat 
bestimmt. Während in den Versuchen zu Beginn der Arbeiten in mehrfachen 
Wiederholungen bis zu 5,8 g L-1 Succinat detektiert werden konnten (siehe Kapitel 3.1), 
waren es bei späteren Versuchen auch bei mehrmaliger Wiederholung nur durchschnittlich 
2 g L-1 (Kapitel 3.3.4) oder 1,3 g L-1 (Kapitel 3.4.3). Diese Varianz wurde vermutlich 
durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Zum einen wurde für alle Versuche ein Medium 
verwendet, das noch nicht für die Succinatproduktion optimiert wurde. Eine der 
Komponenten dieses Mediums nach Tabuchi et al. (1981) war Hefeextrakt, dessen 
Zusammensetzung nicht eindeutig definiert ist und so von Charge zu Charge variieren 
kann. Des Weiteren handelte es sich um Kultivierungsversuche im Schüttelkolbenmaßstab, 
in denen keine stabilen Bedingungen, wie z. B. der pH-Wert oder die 
Sauerstoffverfügbarkeit, gewährleistet werden konnten. Für grundlegende Aussagen zur 
Succinatproduktion mit Y. lipolytica und zu den Auswirkungen der gentechnischen 
Veränderungen im Vergleich zum Wildtyp waren diese Bedingungen ausreichend. Jedoch 
sollten weitere Kultivierungen im Bioreaktormaßstab und stabileren Bedingungen (pH, 
Temperatur, pO2 u. a.) erfolgen, nachdem das Produktionsmedium für die 
Succinatproduktion optimiert wurde.  
Ungeachtet der Unklarheiten über die metabolischen Zusammenhänge und der 
Bedingungen bei der Kultivierung wurde in Zusammenarbeit mit A. Kretzschmar gezeigt, 
dass Y. lipolytica zur Produktion von Succinat unter Verwendung von Glucose oder 
Glycerol als C-Quelle fähig ist. In einer weiteren Untersuchung von Kamzolova et al. 
(2009a), in der 32 Hefen verschiedener Genera zur Succinatproduktion in ethanolhaltigem 
Medium unter Stickstofflimitation getestet wurden, wurde außerdem nachgewiesen, dass 
Y. lipolytica-Stämme auch unter diesen Bedingungen geringe Mengen an Succinat 
bildeten. Im Vergleich zu den bakteriellen Produzenten (siehe Einleitung) ist eine 
Produktion von maximal 5,8 g L-1 Succinat nach 455 Stunden mit Glycerol bzw. von 
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0,5 g g-1 mit Ethanol als C-Quellen nicht konkurrenzfähig. Daher war die Steigerung der 
Succinatproduktion mit Y. lipolytica Ziel dieser Arbeit.  
4.2 Die Rolle der Succinatdehydrogenase bei der Succinatproduktion 
Die Succinatdehydrogase, als Komplex II der Atmungskette und Enzym im 
Tricarbonsäurecyclus (TCC), katalysiert die Oxidation von Succinat zu Fumarat. Daher 
stand dieses Enzym im Fokus der Arbeiten zur Steigerung der Succinatproduktion. Bereits 
bei der Untersuchung der AKG- und Citratproduktion durch Y. lipolytica wurde 
beobachtet, dass die Hemmung des Enzyms, das die Umsetzung des gewünschten 
Metabolits katalysiert, zur Produktionssteigerung führte. Die Überproduktion von AKG 
wird bspw. durch die Hemmung der thiaminabhängigen KGDH, die die oxidative 
Decarboxylierung von α-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA und CO2 katalysiert, mittels 
Thiaminlimitation erzielt (Stottmeister et al. 1982; Chernyavskaya et al. 2000; 
Mauersberger et al. 2003; Finogenova et al. 2005; Otto 2011; Yovkova 2011). Auch die 
Citratproduktion kann durch Hemmung der Aconitase mittels Monofluorcitrat oder 
Variation des intrazellulären Eisengehalts beeinflusst werden (Barth und Gaillardin 1997; 
Finogenova et al. 2002). Es war also anzunehmen, dass eine Hemmung der SDH 
möglicherweise in einer Erhöhung der Succinatproduktion resultieren könnte. Für die Hefe 
S. cerevisiae wurde bereits durch Arikawa et al. (1999b) gezeigt, dass in Mutanten, in 
denen das Gen SDH1 disruptiert wurde, keine SDH-Aktivität mehr nachweisbar war, aber 
ein erhöhtes Level an Succinat produziert wurde. Kubo et al. (2000) dagegen beobachteten 
reduzierte SDH-Aktivitäten bei der Disruption einzelner Gene der SDH (SDH1-4), einen 
vollständigen Verlust der Aktivität aber nur bei Doppeldisruption von SDH1 und SDH1b 
bzw. SDH1 und SDH2. Dennoch konnte auch hier eine Steigerung der Succinatproduktion 
bei reduzierter oder nicht vorhandener SDH-Aktivität nachgewiesen werden, wobei sich 
die Maximalwerte unterhalb von 500 mg L-1 Succinat befanden. Die Steigerung der 
Succinatproduktion nach Deletion von SDH1 und SDH2 in S. cerevisiae konnte auch durch 
Raab et al. (2010) bestätigt werden. Auch bestimmte Mutationen in den Genen SDH3 und 
SDH4 resultierten in einer Steigerung der Succinatproduktion (Szeto et al. 2007). Auch in 
der Hefe K. lactis wurde eine Akkumulation von Succinat nach Deletion des SDH1 Gens 
beobachtet (Saliola et al. 2004).  
4.2.1 Succinatdehydrogenase und Carboxin  
Um zu überprüfen, ob eine Hemmung der SDH auch in Y. lipolytica zur Steigerung der 
Succinatproduktion führt, wurde Y. lipolytica unter Zugabe des Antibiotikums Carboxin 
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kultiviert. Carboxin ist ein Oxathiin-Derivat mit fungizider Wirkung, die durch eine 
Hemmung der SDH-Funktion verursacht wird (Georgopoulos et al. 1972; Ulrich und 
Mathre 1972; Mowery et al. 1977; Horsefield et al. 2006; Ruprecht et al. 2009). Die 
Wirkung von Carboxin auf Y. lipolytica wurde bisher nur in Plattentests im Rahmen einer 
Diplomarbeit am Institut für Mikrobiologie der TU Dresden untersucht (Sperrhacke 2008). 
Es wurde gezeigt, dass das Wachstum des Wildtypstamms Y. lipolytica H222 abhängig von 
der eingesetzten Carboxinkonzentration gehemmt wurde. Im Rahmen der hier vorgestellten 
Arbeiten wurde weiterführend die Wirkung von Carboxin auf das Wachstum in 
Flüssigkulturen und auf die Aktivität der SDH in Y. lipolytica untersucht (siehe Kapitel 
3.2). Auch in Flüssigkultur kam es zu einer deutlichen Hemmung des Wachstums durch 
Carboxin (150 und 300 µg ml-1) (siehe Abb. 3.4). Weit wichtiger war allerdings der 
Befund, dass auch die SDH-Aktivität bei Carboxinzugabe deutlich reduziert war (Abb. 
3.3). Die bisherigen Studien zur Wirkung von Carboxin auf die Succinatdehydrogenase-
Aktivität konzentrierten sich eher auf pflanzenpathogene Pilze, wie Aspergillus oryzae 
(Shima et al. 2009; Shima et al. 2011) und U. maydis (Georgopoulos et al. 1972; Ulrich 
und Mathre 1972). Bei einer Konzentration von 100 µM Carboxin (entspricht 23,5 mg L-1) 
wurde die SDH-Aktivität um 86 % (A. oryzae) bzw. um 59 % (U. maydis) reduziert. In 
S. cerevisiae wurde mit einer Carboxinkonzentration von 100 µM eine Hemmung der SDH 
um 25 % nachgewiesen (Ulrich und Mathre 1972). Für eine Reduktion der SDH-Aktivität 
um 45 % bzw. um 86 % in Y. lipolytica H222 waren 50 bzw. 300 mg L-1 Carboxin nötig. 
Die Unterschiede der eingesetzten Carboxinkonzentration bzw. der Stärke der SDH-
Hemmung zwischen den Mikroorganismen spiegeln möglicherweise stammspezifische 
Unterschiede hinsichtlich der Sensibilität gegenüber Carboxin wieder. Allerdings sind auch 
möglicherweise Unterschiede in der Enzympräparation (Zellextrakt, Mitochdrienisolierung 
usw.) als Ursache nicht auszuschließen.  
Nachdem gezeigt wurde, dass Carboxin auch in Y. lipolytica eine Inhibition der SDH 
verursachte, wurde der Wildtypstamm H222 unter Zugabe von Carboxin kultiviert. Um die 
Effekte auf die Produktion der organischen Säuren zu untersuchen, wurde das als 
Succinatproduktionsmedium (SPM) bezeichnete Kultivierungsmedium nach Tabuchi et al. 
(1981) verwendet. Bei Zugabe von Carboxin zu Beginn der Kultivierung wurde eine 
16fache Steigerung der detektierbaren Succinatmengen beobachtet. Nach ca. 400 Stunden 
der Kultivierung wurden 39 g L-1 Succinat nachgewiesen (ohne Carboxin nur 2 g L-1, siehe 
Kapitel 3.2.3, Tab. 4.1). H222 zeigte weiterhin gesteigerte Produktivitäten für Succinat. 
So waren die durchschnittliche volumenspezifische Produktivität von 4,3 ± 0,9 mg L-1 h-1 
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auf 65,5 ± 7,6 mg L-1 h-1 (15fach) und die biomassespezifische Produktbildungsrate um das 
22fache von 0,2 ± 0,1 µg OD-1 h-1 auf 4,3 ± 1,7 µg OD-1 h-1 erhöht (Tab. 3.1). Auch die 
Selektivität wurde gesteigert. So hatte Succinat bei Kultivierung mit Carboxin einen Anteil 
von 78,7 % am Gesamtsäureprodukt aus den gebildeten Säuren Succinat, Malat, Fumarat 
und AKG statt 20,8 % in der Kontrollkultur (Abb. 3.6). Es wurde ebenfalls beobachtet, 
dass die Kulturen mit erniedrigter Wachstumsgeschwindigkeit (aufgrund der Hemmung 
mit Carboxin) die höchsten Produktionswerte für Succinat erreichten (vgl. Kapitel 3.1). 
Ursache für diese drastischen Veränderungen zugunsten der Succinatproduktion ist mit 
größter Wahrscheinlichkeit eine partielle Hemmung der SDH durch Carboxin. Um dies 
endgültig zu bestätigen, sollten allerdings zusätzliche Enzymassays zur Bestimmung der 
SDH-Aktivität während der Kultivierung durchgeführt werden. Wie in den Vorversuchen 
mit Vollmedium bereits gezeigt, war das Wachstum von H222 auch in den 
Kultivierungsversuchen mit SPM im Vergleich zur Kontrolle ohne Carboxin gehemmt. 
Außerdem wurden ein Anstieg der Wachstumskurve und eine Reduktion der 
Succinatgehalte zum Ende der Kultivierung hin beobachtet. Es wurde vermutet, dass nach 
der langen Kultivierung bei 28°C eine Inaktivierung des Carboxins eintrat. Dies würde zu 
einer Deblockierung der SDH führen, wodurch ein erneuter Durchlauf in TCC und 
Glyoxylatzyklus sowie in der Atmungskette möglich wäre. Die Abnahme des Succinats im 
Kulturüberstand ist vermutlich auf eine Wiederaufnahme in die Zellen nach Verbrauch des 
Glycerols zurückzuführen. Um dies zu überprüfen, sollten in zukünftigen Versuchen 
sowohl der Glycerolgehalt im Medium sowie die SDH-Aktivität bestimmt werden, sobald 
am Ende der Kultivierung ein Anstieg der optischen Dichte und eine Abnahme des 
Succinatgehalts im Medium auftritt.   
Anschließend an diese ersten Produktionsversuche wurde getestet, welchen Einfluss eine 
spätere Zugabe von Carboxin auf die Succinatproduktion hat. Es wurde angenommen, dass 
eine größere Biomasse, die während des ungehemmten Wachstums gebildet wird, bei 
Einsetzen der Hemmung durch Carboxin zur Produktion von größeren Succinatmengen 
führen könnte. Diese Annahme konnte nicht bestätigt werden. Bei diesem Vorgehen waren 
maximal nur 22,9 g L-1 Succinat (nach 380) detektierbar (ohne Carboxin 3,3 g L-1, mit 
Carboxin von Beginn der Kultivierung 39 g L-1, siehe Kapitel 3.3.4). Die ursächlichen 
Zusammenhänge sind bisher nicht untersucht. Es zeigte sich aber, dass eine Hemmung der 
SDH von Beginn der Kultivierung an zu einer größeren Steigerung der Succinatproduktion 
bzw. zu höheren Succinatgehalten und Produktivitäten führte. Wie bereits in Kapitel 4.1 
diskutiert, scheint es eine Abhängigkeit der Succinatproduktion von einem verzögerten 
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Wachstum zu geben. Während dieser Versuche wurde außerdem die Aktivität der SDH zu 
bestimmten Zeitpunkten der Kultivierung gemessen. Es stellte sich heraus, dass die SDH-
Aktivität auch in SPM im Vergleich zur Kontrollkultur reduziert war. Auch hier kam es zu 
einem erneuten Anstieg des Wachstums nach ca. 250 Stunden der Kultivierung. Nach ca. 
300 Stunden wurde dennoch keine ansteigende SDH-Aktivität detektiert, die zur Erklärung 
des ansteigenden Wachstums dienen könnte. Eine eindeutige Ursache für das 
Wachstumsverhalten von Y. lipolytica in SPM konnte also mit den bisherigen 
Erkenntnissen nicht zugeordnet werden.  
4.2.2 Gentechnische Veränderungen zur Reduktion der Succinatdehydrogenase-
aktivität  
Unter Verwendung des Antibiotikums Carboxin wurde gezeigt, dass eine Reduktion der 
SDH-Aktivität in Y. lipolytica in einer Akkumulation von Succinat resultierte. Außerdem 
wurde beobachtet, dass eine Hemmung der SDH von Beginn der Kultivierung an zu den 
höchsten Succinatmengen führte. Um die Verwendung von Carboxin zu vermeiden, sollte 
die SDH daher auf gentechnischer Ebene so manipuliert werden, dass eine Reduktion der 
SDH-Aktivität erfolgt. Für S. cerevisiae wurde beschrieben, dass Deletion oder Mutation 
von bestimmten SDH Genen zur Steigerung der Succinatproduktion führten (Arikawa et al. 
1999b; Kubo et al. 2000; Szeto et al. 2007; Raab et al. 2010). Allerdings wurde auch 
gezeigt, dass eine Deletion von SDH1 und/oder SDH2 Atmungsdefizienz und Verlust der 
Fähigkeit zum Wachstum auf nicht-fermentierbaren C-Quellen verursachte (Chapman et 
al. 1992; Dennis et al. 1999; Lemire und Oyedotun 2002; Gonzalez-Cabo et al. 2005). 
S. cerevisiae ist dennoch aufgrund ihrer Fähigkeit zur Ethanolsynthese aus fermentierbaren 
C-Quellen, wie z. B. Glucose, lebensfähig (Giaever et al. 2002). Y. lipolytica dagegen 
gehört zu den nicht-fermentierenden Hefespezies (Campbell 1975; Barnett et al. 1990; 
Barth und Gaillardin 1996; Kurtzman 1998). Eine Unterbrechung der Atmungskette durch 
Deletion der Gene der SDH (Komplex II) würde also vermutlich letal für Y. lipolytica 
Zellen sein.  
Die Reduktion der SDH-Aktivität sollte daher nicht durch Gendeletion, sondern durch 
einen Austausch des nativen Promotors des Gens SDH2 gegen einen schwächeren 
Promotor und die dadurch resultierende reduzierte Anzahl an Sdh2p-Molekülen erreicht 
werden. Das Gen SDH2 wurde ausgewählt, da sein Genprodukt in verschiedenen anderen 
Organismen, wie z. B. S. cerevisiae, U. maydis und E. coli, sowohl an der Bildung des 
katalytischen Dimers (mit Sdh1) als auch der Ubichinonbindestelle (mit Sdh3 und Sdh4) 
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beteiligt zu sein scheint (Broomfield und Hargreaves 1992; Lemire und Oyedotun 2002; 
Oyedotun und Lemire 2004; Horsefield et al. 2006; Ruprecht et al. 2009). Veränderungen 
der Gene bzw. der Eigenschaften der anderen SDH-Untereinheiten können vermutlich 
auch zu einer Reduktion der SDH-Aktivität führen, wurden aber im Rahmen dieser Arbeit 
nicht betrachtet bzw. untersucht. Als Promotoren mit geringer Expressionsstärke wurden 
die nativen Promotoren der Gene ICL1 und POT1 ausgewählt, die laut Juretzek et al. 
(2000) bei Kultivierung von Y. lipolytica mit Glycerol als C-Quelle nur schwach bzw. 
nicht aktiv waren. Nach Konstruktion der Expressionskassetten zum Austausch des SDH2-
Promotors und der Isolation von Transformanden mit erfolgreicher homologer Integration 
der jeweiligen Expressionskassette erfolgte eine Charakterisierung der Transformanden 
durch Bestimmung der SDH-Aktivitäten und schließlich durch Kultivierungsexperimente 
im Schüttelkolben.  
Die Resultate der Assays zur Determination der SDH-Aktivität zeigten deutlich, dass die 
Integration der ausgewählten Promotoren vor dem SDH2 ORF zu einer Reduktion der 
SDH-Aktivität führte (siehe Abb. 3.14). Die Transformanden-Stämme, die das Konstrukt 
pICL1-SDH2 enthielten (H222-AZ1), zeigten nur noch ca. zwei Drittel der spezifischen 
SDH-Aktivität, die Stämme mit pPOT1-SDH2 (H222-AZ2) sogar nur noch ca. ein Drittel 
im Vergleich zum Wildtypstamm H222 (siehe Kapitel 3.4.1). Diese nachgewiesene 
Reduktion der SDH-Aktivität bei Austausch des nativen SDH2-Promotors gegen pICL1 
oder pPOT1 ist sehr wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass aufgrund der geringeren 
Expressionsstärke dieser Promotoren im Vergleich zu pSDH2 weniger Sdh2p-Moleküle 
und somit weniger funktionelle SDH-Komplexe entstehen. Allerdings haben Juretzek et al. 
(2000) den Promotor von POT1 als inaktiv bei Kultivierung mit Glucose, Glycerol und 
Ethanol als C-Quelle beschrieben, so dass SDH2 unter Kontrolle von pPOT1 theoretisch 
nicht transkribiert werden dürfte. Offensichtlich scheint pPOT1 jedoch auch bei Glycerol 
als C-Quelle eine gewisse Basalaktivität zu besitzen, die zumindest eine geringe 
Expression des kontrollierten Gens erlaubt. Um die Auswirkung dieser 
Promotoraustausche auf die SDH-Aktivität in den Stämmen H222-AZ1 und H222-AZ2 
besser zu verstehen, könnten weiterführende Experimente zur Expression und zur 
Proteinsynthese durchgeführt werden, wie z. B. Nachweis der mRNA mittels Nothern Blot 
Analyse, Nachweis von Sdh2p mittels Western Blot oder auch Studien zur Bildung des 
SDH-Komplexes.   
In den anschließenden Kultivierungsversuchen zur Succinatproduktion wurde gezeigt, dass 
die erhöhte Succinatproduktivität scheinbar mit der herabgesetzten SDH-Aktivität 
Diskussion 
99 
korreliert. Je stärker die Reduktion der SDH-Aktivität durch den jeweiligen 
Promotoraustausch war, desto größer war die Steigerung der Succinatproduktion. So wurde 
für den Stamm H222-AZ2 (pPOT1-SDH2), der die niedrigste SDH-Aktivität zeigte, eine 
Produktion von maximal 30,0 ± 3,7 g L-1 Succinat mit Produktivitäten von 
83,6 ± 3,4 mg L-1 h-1 bzw. 4,5 ± 0,3 µg OD-1 h-1 nachgewiesen. Im Vergleich zum 
Wildtypstamm H222 zeigte dieser Stamm also eine 25fache Steigerung der maximalen 
Succinatmengen und volumenspezifischen Produktivität. Die biomassespezifische 
Produktbildungsrate war sogar um das 45fache im Vergleich zu H222 erhöht. Im 
Gegensatz dazu produzierte der Stamm H222-AZ1 (pICL1-SDH2) nur 13-14fach 
gesteigerte Succinatmengen im Vergleich zum Wildtyp (siehe Kapitel 3.4.2, Abb. 3.16, 
Tab. 3.8). Auch die Produktbildungsraten waren nicht in dem Maße erhöht wie bei H222-
AZ2. Diese Korrelation zwischen Ausmaß der SDH-Hemmung und der Steigerung der 
Succinatproduktion wurde ebenfalls in der Veröffentlichung von Kubo et al. (2000) 
beschrieben, in der die Auswirkungen der Deletion einzelner oder mehrere SDH Gene auf 
die SDH-Aktivität und die Succinatbildung dargestellt wurden. Des Weiteren wurde für 
H222-AZ2 eine Steigerung des Succinatanteils am Gesamtsäureprodukt im Vergleich zum 
Wildtyp von 15-20 % bis auf 89 % beobachtet (siehe Abb. 3.17). Mit diesen Ergebnissen 
wurde bestätigt, dass auch in Y. lipolytica eine reduzierte SDH-Aktivität, sei es durch die 
Zugabe von Carboxin oder durch Reduktion des Expressionslevels des Gens SDH2, zu 
einer drastischen Steigerung der Succinatproduktion führte. Die Verringerung der 
spezifischen Aktivität der SDH durch Austausch des nativen SDH2-Promotors gegen den 
schwachen pPOT1 resultierte in vergleichbaren bzw. höheren Produktionswerte für 
Succinat sowie einer höheren Selektivität für Succinat als eine Hemmung durch Carboxin 
(Tab. 4.1). Das Ziel, eine Steigerung der Succinatproduktion mittels reduzierter SDH-
Aktivität nicht durch Zugabe des Antibiotikums Carboxin, sondern durch gentechnische 
Veränderung im Genom von Y. lipolytica, wurde somit erfolgreich erreicht.  
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Tabelle 4.1: Übersicht über die maximalen Produktmengen (SAmax), durchschnittliche Produktivitäten (Q), 
spezifische Produktbildungsraten (q) und Selektivität für die Succinatbildung durch die Stämme Y. 
lipolytica H222, H222 mit Carboxin, H222-AZ1 (pICL1-SDH2) und H222-AZ2 (pPOT1-SDH2) bei 
Kultivierung in SPM. Die Daten für die Succinatproduktion durch H222 sind die Durchschnittswerte 
alle in dieser Arbeit durchgeführten Versuche. Die Daten für H222 mit Carboxin wurden den 
Versuchen entnommen, in denen Carboxin zu Beginn der Kultivierung zugegeben wurde (Tab. 3.1).  
 
Stamm  
SAmax 
 
[g L-1] 
Q 
 
[mg L-1 h-1] 
q 
 
[µg OD-1 h-1] 
Selektivität 
 
[%] 
H222  2,0 ± 0,7 4,3 ± 0,8 0,2 ± 0,1 19,2 
H222 + Carboxin  31,6 ± 5,4 65,5 ± 7,6 4,3 ± 1,7 78,7 
H222-AZ1  15,3 ± 0,5 48,6 ± 1,8 4,1 ± 0,5  67,4 
H222-AZ2  30,0 ± 3,7 83,6 ± 3,4 4,5 ± 0,3 89,3 
 
Die Annahme, dass die Deletion eines der SDH Gene für die nicht-fermentierende Hefe 
Y. lipoytica letal sein könnte, die zu Beginn der Arbeiten bestand, wurde später durch die 
Arbeiten von Yuzbashev et al. (2010) teilweise widerlegt. Durch Konstruktion und 
Testung von temperatursensitiven Mutanten mit Basenaustauschen im SDH1 Gen wurde 
gezeigt, dass diese Mutanten zwar nicht mehr zur Verwertung von Glucose, aber zum 
Wachstum mit Glycerol als C-Quelle fähig waren. Außerdem resultierte die Inaktivierung 
der SDH durch Erhöhung der Temperatur auf 32°C in einer gesteigerten 
Succinatproduktion. Mit diesen Erkenntnissen wurden durch die Gruppe um Yuzbashev 
Stämme konstruiert, in denen SDH2 deletiert wurde. Diese Stämme waren ebenfalls mit 
Glycerol als C-Quelle lebensfähig. Eine SDH-Aktivität konnte nach SDH2-Deletion nicht 
mehr nachgewiesen werden. Die Succinatproduktion jedoch war deutlich gesteigert. Nach 
chemischer Mutagenese dieser SDH2-Deletionsmutanten wurden dann Stämme isoliert, 
deren Lebensfähigkeit erhöht war. Aus diesen Mutanten wurde Eine ausgewählt und im 
Schüttelkolbenmaßstab kultiviert. Unter Verwendung eines Vollmediums mit 10 % 
Glycerol als C-Quelle und CaCO3 zur Anpassung des pH-Werts wurden nach 7 Tagen 
45,5 g L-1 Succinat detektiert  (Sineoky et al. 2010; Yuzbashev et al. 2010). Ein direkter 
Vergleich dieser Produktionswerte für Succinat mit den in dieser Arbeit durch Austausch 
des SDH2-Promotors erreichten Werten ist aufgrund der abweichenden 
Kultivierungsbedingungen nur begrenzt möglich. Zum einen wurden unterschiedliche 
Kultivierungsmedien für die Produktionsversuche eingesetzt und zum anderen erfolgte die 
Regulierung des pH-Wertes in dieser Arbeit mit Natronlauge und nicht mit 
Calciumcarbonat wie bei Yuzbashev et al. (2010). Dennoch wurde durch beide Arbeiten 
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bestätigt, dass eine drastische Überproduktion von Succinat nur durch eine Hemmung der 
SDH erfolgte und dieses Enzym damit als Schüsselenzym für die biotechnologische 
Produktion von Succinat bezeichnet werden kann.  
4.2.3 Effekte auf das Nebenproduktspektrum 
Eine Reduktion der SDH-Aktivität wirkte sich aber nicht nur auf die Succinatproduktion 
aus, sondern zeigte auch Effekte auf die Bildung von Malat, Fumarat und AKG (siehe 
Tab. 3.2, Tab. 3.9). Die Succinatgehalte waren sowohl bei Zugabe von Carboxin als bei 
Austausch des nativen SDH2-Promotors gegen einen schwachen Promotor drastisch 
erhöht. Die maximal detektierten Malatgehalte dagegen waren um das 2 – 7fache reduziert. 
Die maximalen Fumaratgehalte waren ebenfalls stark reduziert. Weiterhin wurden bei 
Zugabe von Carboxin zu Beginn der Kultivierung und bei Austausch des SDH2-Promotors 
gegen pPOT1 höhere maximale AKG-Gehalte beobachtet. Dahingegen waren die AKG-
Gehalte bei Zugabe von Carboxin nach 72 Stunden der Kultivierung nur noch halb so groß 
wie bei Kultivierung ohne Carboxin (Tab. 3.5). Einen ersten Hinweis auf die 
metabolischen Zusammenhänge können die durchgeführten Enzymaktivitätsmessungen 
während der Kultivierungsversuche mit Zugabe von Carboxin nach 72 Stunden geben. 
Während die SDH-Aktivität des Wildtypsstamms H222 bei Zugabe von Carboxin auf 68 – 
88 % der Aktivität ohne Carboxin reduziert wurde, war die KGDH-Aktivität 1,6 – 3,3fach 
gesteigert (siehe Tab. 3.6, Abb. 3.12, Abb. 4.1). Dies wäre eine Erklärung für die um die 
Hälfte geringeren AKG-Gehalte, die während dieser Versuche detektiert wurden. 
Allerdings steht diese Aktivitätssteigerung im Widerspruch zur Erhöhung der AKG-
Gehalte bei Reduktion der SDH-Aktivität ab Beginn der Kultivierung. Möglicherweise 
steht diese gesteigerte AKG-Produktion in Zusammenhang mit einem metabolischen 
Rückstau durch die stärkere Akkumulation von Succinat. Genaue Aussagen können aber 
erst getroffen werden, wenn weitere Untersuchungen mit H222-AZ1 und H222-AZ2 
durchgeführt wurden. So sollten in zukünftigen Kultivierungsexperimenten weitere 
Enzymaktivitätsmessungen, insbesondere der KGDH und Isocitratdehydrogenase, 
erfolgen, um eine mögliche Erklärung für die erhöhten AKG-Mengen zu finden. Die 
Reduktion der maximalen Malat- und Fumaratgehalte ist mit größter Wahrscheinlichkeit 
bedingt durch die Hemmung der SDH und der daraus resultierenden stark reduzierten 
Umsetzung von Succinat zu Fumarat. Ähnliche Effekte auf die Bildung anderer 
organischer Säuren konnten auch in Arikawa et al. (1999b), Kubo et al. (2000) und Raab et 
al. (2010) beobachtet werden. Dennoch wären auch Untersuchungen der Aktivitäten der 
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Fumarase und Malatdehydrogenase während der Succinatproduktionsversuche von 
Interesse.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.1: Veränderungen der spezifischen Enzymaktivitäten nach Zugabe von Carboxin. Untersucht 
wurden die Aktivitäten der Succinatdehydrogenase (SDH), Pyruvatcarboxylase (PYC), 
α-Ketoglutaratdehydrogenase (KGDH) und Isocitratlyase (ICL) während der Kultivierung des 
Wildtypstamms Y. lipolytica H222 in SPM nach Zugabe von 150 µg ml-1 Carboxin nach 72 h der 
Kultivierung. 1 – Pyruvatdehydrogenase, 2 – Citratsynthase, 3 – Aconitase, 4 – 
Isocitratdehydrogenase, 5 – Succinyl-CoA-Synthetase, 6 – Fumarase, 7 – Malatdehydrogenase, 8 – 
Malatsynthase. Grüne Pfeile – reduzierte Aktivität, Roter Pfeil – erhöhte Aktivität, Blauer Pfeil – 
gleichbleibende Aktivität. Die prozentualen Angaben entsprechen den Aktivitäten im Vergleich zu 
den Aktivitäten ohne Carboxin.  
 
Die Effekte auf die Produktion der einzelnen Säuren hatten schließlich auch 
Veränderungen der Selektivitäten der einzelnen Säuren am Gesamtsäureprodukt zu Folge. 
Aufgrund der drastischen Steigerung der Succinatbildung und damit des Succinatanteils 
am Gesamtsäureprodukt (bis zu 89,3 %) kam es zu einer Reduktion der prozentualen 
Anteile der anderen Säuren. Für eine großtechnische Produktion von Succinat ist die 
Reduktion der Nebenprodukte auf ein Minimum von großem Vorteil, da so eine höhere 
Reinheit des Produktes Succinat erreicht und eine evtl. aufwendige Abtrennung der 
Nebenprodukte vermieden werden kann.  
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4.3 Einfluss weiterer Enzyme auf die Succinatproduktion 
Zusätzlich zur Succinatdehydrogenase wurden in dieser Arbeit weitere Enzyme und die 
Auswirkungen einer Überexpression ihrer Gene einzeln oder in Kombination mit einer 
Hemmung der SDH auf die Succinatproduktion untersucht. In der Arbeit von A. 
Kretzschmar (2010) wurden die Succinyl-CoA-Synthetase (SCS) und die 
Pyruvatcarboxylase betrachtet. Lediglich die Überexpression der PYC in Kombination mit 
der Deletion des Gens für die zweite Untereinheit der SCS resultierten in einer moderaten 
Steigerung der Succinatproduktion um 40 % im Vergleich zum Wildtypstamm H222. In 
dieser Arbeit wurden weiterführend Stämme untersucht, in denen die Gene der 
α-Ketoglutaratdehydrogenase oder Isocitratlyase überexprimiert waren. Außerdem wurde 
der durch A. Kretzschmar (2010) konstruierte Stamm H222-AK1, in dessen Genom das 
Gen der Pyruvatcarboxylase (PYC1) in mehreren Kopien vorhanden war, für die 
Untersuchung der Succinatproduktion bei gehemmter SDH-Aktivität herangezogen.  
4.3.1 Überexpression der α-Ketoglutaratdehydrogenase kodierenden Gene 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde außerdem ein Y. lipolytica Stamm konstruiert, in dem die 
Gene der KGDH simultan überexprimiert wurden. Dafür wurden Gene aus der Y. lipolytica 
Datenbank (http://www.genolevures.org/) mit der größten Sequenzübereinstimmung zu 
den KGDH-Genen in S. cerevisiae ausgewählt (Tab. 3.3). Die gesteigerte Kopienzahl 
dieser drei Gene in dem konstruierten Y. lipolytica Stamm H222-MH1 verursachte eine 1,7 
– 2,1fache Erhöhung der spezifischen KGDH-Aktivität (Abb. 3.8). Daher ist davon 
auszugehen, dass die ausgewählten Gene YALI0E33517g (KGD1), YALI0E16929g 
(KGD2) und YALI0D20768g (LPD1) tatsächlich die genetische Information für die 
Untereinheiten der KGDH kodieren. In vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass die 
Überexpression der Y. lipolytica Gene der Aconitase (ACO1) und der Isocitratlyase (ICL1) 
mittels integrativer Transformation der entsprechenden multicopy Plasmide in 8 bis 15fach 
gesteigerten Enzymaktivitäten resultierten (Förster et al. 2007b; Holz et al. 2009; Otto 
2011; Yovkova 2011). Laut Juretzek et al. (2001) sind mindestens 10 bis 12 Kopien des 
defekten ura3d4 Gens, das als multicopy Markergen in den Plasmiden enthalten ist, nötig, 
um eine vollständige Komplementation der ura3 Gendisruption im Rezipientenstamm zu 
gewährleisten. Im Gegensatz zur Überexpression von ICL1 oder ACO1 ist hier aber eine 
simultane Überexpression von drei Genen (KGD1, KGD2 und LPD1) erforderlich. Da 
diese in separaten multicopy Plasmiden (p64KGD1, p64KGD2 und p64LPD1, siehe Abb. 
6.3, 6.4, 6.5) enthalten waren, war für die Komplementation der Uracilauxotrophie eine 
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geringere Kopienzahl von jedem einzelnen ura3d4-enthaltenden multicopy Plasmid 
ausreichend. Aufgrund der geringeren Genkopienzahlen jedes einzelnen Gens war die 
Erhöhung der KGDH-Aktivität nicht so drastisch im Vergleich zur Überexpression eines 
einzelnen Gens in den vorhergehenden Untersuchungen zur Aconitase oder ICL.  
Die nur geringe Steigerung der KGDH-Aktivität durch Überexpression von KGD1, KGD2 
und LPD1 ließe sich allerdings auch durch ein unausgeglichenes Verhältnis der KGDH 
Untereinheiten untereinander erklären. Wie in Repetto und Tzagoloff (1990; 1991) 
beschrieben, scheint die Assemblierung des KGDH-Komplexes von einer regulierten und 
ausgewogenen Bildung der Untereinheiten Kgd1p und Kgd2p sowie von einer korrekten 
Stöchiometrie der Untereinheiten während der Komplexbildung abhängig zu sein. Es 
wurde gezeigt, dass eine Überproduktion von Kgd2p gegenüber Kgd1p zur Bildung von 
überwiegend unvollständig zusammengelagerten Komplexen führte und zu einer Abnahme 
der KGDH-Aktivität. Wohingegen ein Überschuss an Kgd1p erhöhte KGDH-Aktivitäten 
im Vergleich zum Ausgangsstamm verursachte. Ob diese Studien zur Assemblierung des 
KGDH-Komplexes in S. cerevisiae vollständig auf Y. lipolytica übertragbar sind, wurde 
bisher nicht untersucht. Dennoch sollte in Betracht gezogen werden, dass eine 
Überexpression von KGD1 und KGD2 durch Integration von separaten Plasmiden ins 
Genom von Y. lipolytica ein Ungleichgewicht der Kgd1p- und Kgd2p-Moleküle 
verursachen und so möglicherweise zu einer gestörten Komplexbildung und zu Effekten 
auf die Enzymaktivität führen könnte.    
Der konstruierte Stamm H222-MH1, der mehrere Kopien von KGD1, KGD2 und LPD1 
enthielt und eine erhöhte KGDH-Aktivität zeigte, zeigte hinsichtlich der 
Succinatproduktion keine gravierenden Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp. Die 
maximalen Succinatproduktmengen waren annähernd gleich, die Produktbildungsraten 
verdoppelt (q) bzw. verdreifacht (Q) (Tab. 3.4). Wie bereits in den Messungen in 
Wachstumsmedium beobachtet, war die KGDH-Aktivität auch während der gesamten 
Kultivierungszeit in Produktionsmedium 1,7 bis 2,6fach höher als die des Wildtyps (Tab. 
3.7). Die SDH-Aktivitäten in H222-MH1 waren minimal niedriger im Vergleich zum 
Ausgangsstamm H222. Es stellt sich die Frage, warum die gesteigerte KGDH-Aktivität in 
Kombination mit dieser leicht verringerten SDH-Aktivität nicht zu einer erhöhten 
Succinatproduktion führte. Auch in Kombination mit der SDH-Hemmung durch Carboxin 
wurde für H222-MH1 keine gesteigerte Succinatproduktion im Vergleich zum Wildtyp mit 
Carboxin beobachtet (Tab. 3.4). Die Produktion der Nebenprodukte Malat, Fumarat und 
AKG sowie das Gesamtsäureprodukt waren ebenfalls sowohl mit als auch ohne Carboxin 
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mit der des Wildtyps vergleichbar. Eine Verdopplung der KGDH-Aktivität scheint also 
unter diesen Bedingungen keinen Einfluss auf die Bildung der organischen Säuren im TCC 
zu haben. Die Ursachen für diese Beobachtung sind bisher nicht bekannt. Möglicherweise 
würden Aktivitätsbestimmungen weiterer Enzyme des TCC, z. B. Succinyl-CoA-
Synthetase, Fumarase oder Isocitratdehydrogenasen, oder die Determination des Succinyl-
CoA-Gehalts weiteren Aufschluss bringen. Einen limitierenden Faktor für die KGDH-
Aktivität könnte aber auch das intrazelluläre Angebot an Coenzym A darstellen, da es in 
dieser Reaktion für die Bildung von Succinyl-CoA aus AKG benötigt wird. Bei erhöhter 
KGDH-Aktivität und der gesteigerten Reaktion von AKG zu Succinyl-CoA würde 
demzufolge mehr CoA verbraucht werden, das von der Zelle bereitgestellt werden muss. 
Möglicherweise war das CoA-Angebot limitiert und verhinderte so eine intrazelluläre 
Steigerung der KGDH-Aktivität. Die Bestimmung der KGDH-Aktivität wurde unter 
Zugabe aller nötigen Substanzen, wie CoA, Thiamin und NAD+, durchgeführt (siehe 
Kapitel 2.7.3) und lässt dadurch keine direkte Aussage über die intrazellulären 
Bedingungen zu. Außerdem wurden bisher keine Untersuchungen zum intrazellulären 
Gehalt an Coenzym A durchgeführt. Ebenfalls könnte ein limitiertes Angebot an NAD+ 
Einfluss auf die KGDH-Aktivität haben. Es wurde aber bereits bei der Untersuchung der 
AKG-Produktion in AKG-Produktionsmedium gezeigt, dass die Überexpression der 
KGDH kodierenden Gene in H222-MH1 einen Einfluss auf die Produktion von AKG und 
Pyruvat hatte (Holz et al. 2011). Demzufolge müsste zumindest unter diesen Bedingungen 
das NAD+- bzw. CoA-Angebot ausreichend sein, um eine erhöhte KGDH-Aktivität zu 
ermöglichen.  
Gegebenfalls könnte eine noch stärkere Steigerung der KGDH-Aktivität in Effekten auf 
die Produktion der organischen Säuren unter den Bedingungen in SPM resultieren. Eine 
Möglichkeit dazu wäre die Konstruktion und Transformation eines Plasmids, das sowohl 
KGD1 und KGD2 mit den entsprechenden Promotor- und Terminatorregionen enthält. 
Damit wären zum einen das Vorhandensein beider Gene in gleicher Kopienzahl im Genom 
und damit eine stöchiometrische Balance beider Proteinuntereinheiten gewährleistet. Zum 
anderen würden mehr Kopien integriert, da neben dem Plasmid für LPD1 statt den zwei 
Plasmiden für je KGD1 oder KGD2 nur ein Plasmid transformiert und integriert werden 
müssten.  
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4.3.2 Überexpression des Isocitratlyase kodierenden Gens ICL1 
Als weitere Enzyme wurden die Pyruvatcarboxylase und die Isocitratlyase betrachtet. Dazu 
wurden die bereits vorhandenen Stämme H222-AK1 (Kretzschmar 2010) und 
H222-S4(p67ICL1) T5 (Kruse et al. 2004) für die Untersuchung der Succinatproduktion 
verwendet. Die Überexpression der Isocitratlyase im Stamm H222-S4(p67ICL1) T5 führte 
trotz 10facher Steigerung der ICL-Aktivität nicht zu einer Erhöhung der 
Succinatproduktion. Vielmehr wurde sowohl mit als auch ohne Carboxin bei Kultivierung 
in SPM eine minimale Reduktion der maximalen Gehalte aller betrachteten organischen 
Säuren beobachtet. Wie bei der Überexpression der KGDH-Gene ist auch bei 
Überexpression von ICL1 nicht klar, welche Ursachen zu diesen Beobachtungen führten. 
Möglicherweise resultierte die gesteigerte ICL-Aktivität in einer Anreicherung des 
toxischen Glyoxylats, das neben Succinat in dieser Reaktion entsteht. Es wurde aber keine 
deutliche Verschlechterung des Wachstums beobachtet. Auch in den Untersuchungen zur 
Steigerung der Succinatproduktion in E. coli wurde die ICL-Aktivität erhöht (Sanchez et 
al. 2005a; Sanchez et al. 2006; Wendisch et al. 2006). Dazu wurde das Gen für den 
Repressor IclR, der die Expression des aceBAK Operons für die Induktion des 
Glyoxylatzyklus reguliert, deletiert und so eine erhöhte Aktivität der Isocitratlyase erreicht. 
Trotz der Aktivitätssteigerung wurde kein Effekt auf die Succinatproduktion beobachtet. In 
Sanchez et al. (2006) wurde daher zum einen postuliert, dass der Acetatsyntheseweg mit 
dem Glyoxylatzyklus erfolgreich um das verfügbare Acetyl-CoA konkurriert, weil dieser 
Syntheseweg der Zelle zusätzliches ATP liefern kann. Zum anderen wurden in dem Stamm 
mit erhöhter ICL-Aktivität geringere NAD+-Level und höhere NADH/NAD+-Verhältnisse 
nachgewiesen als im Ausgangsstamm ohne iclR-Deletion. Es wurde vermutet, dass das 
erhöhte NADH-Level zur Inhibition der Citratsynthase führte, da bekannt ist, dass die 
Citratsynthase durch NADH allosterisch gehemmt wird (Maurus et al. 2003). Durch die 
anschließende Messung der Citratsynthaseaktivitäten wurde bestätigt, dass in dem Stamm 
mit erhöhter ICL-Aktivität die Citratsynthaseaktivität reduziert war und dadurch in einem 
reduzierten Stofffluss durch den Glyoxylatzyklus resultierte (Sanchez et al. 2006). In 
Y. lipolytica ist bisher kein Acetatsyntheseweg bekannt. Daher sollte z. B. durch 
Bestimmung der Citratsynthaseaktivität geprüft werden, ob die Erhöhung der ICL-
Aktivität durch Überexpression des Gens ICL1 möglicherweise in Y. lipolytica ähnliche 
Effekte auf die Citratsynthaseaktivität hat wie in den Studien zu E. coli beschrieben.  
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4.3.3 Überexpression des Pyruvatcarboxylase kodierenden Gens PYC1  
In der Dissertation von A. Kretzschmar (2010) wurde der Stamm H222-AK1 durch 
Überexpression des PYC kodierenden Gens PYC1 erhalten und bereits auf Effekte auf die 
Succinatproduktion untersucht. Es wurde gezeigt, dass die durch die Transformande H222-
AK1 produzierten Succinatmengen und Produktivitäten denen des Wildtyps entsprachen. 
Dieser Befund konnte in dieser Arbeit nicht bestätigt werden. Stattdessen wurde eine 
leichte Erhöhung der gesamten Säureproduktion beobachtet (siehe Tabelle 3.4, Tab. 4.1). 
Die maximal detektierten Succinatmengen waren um ein Viertel erhöht und die 
Produktivitäten sogar bis zu einem Vierfachen größer als beim Wildtyp. Da auch die 
maximalen Mengen an Malat, AKG und Fumarat im Vergleich zum Wildtypstamm H222 
leicht erhöht waren (Tab. 3.5, Abb. 4.2), wurde vermutet, dass die bis um das Dreifache 
gesteigerte PYC-Aktivität während der Kultivierung in SPM zu einem gesteigerten Eintrag 
von Oxalacetat in den Tricarbonsäurezyklus führte (siehe Abb. 4.4). Diese vermutlich 
erhöhten Mengen an Oxalacetat führten möglicherweise zu einer Steigerung des 
Kohlenstoffeintrags im ganzen TCC, was schließlich die erhöhten Mengen an den hier 
untersuchten organischen Säuren erklären könnte. Neben den erhöhten PYC-Aktivitäten 
wurden entgegen der Ergebnisse in Kretzschmar (2010) außerdem 4 – 21 % niedrigere 
SDH-Aktivitäten detektiert, die vermutlich ebenfalls eine Ursache für die gesteigerte 
Succinatbildung sein könnten. Da die SDH-Aktivität nicht gesteigert, sondern niedriger 
war im Vergleich zum Wildtyp, ist die Bildung von Malat und Fumarat über 
Malatdehydrogenase und Fumarase ausgehend von Oxalacetat eine mögliche Erklärung für 
die gesteigerten Malat- und Fumaratmengen (Abb. 4.4). In der Arbeit von A. Kretzschmar 
(2010) wurde bereits gezeigt, dass bei Kultivierung in Minimalmedium mit Glucose die 
Aktivität der Fumarase erhöht, die Aktivität der Malatdehydrogenase allerdings etwas 
niedriger war im Vergleich zum Wildtypstamm H222. Unter den Bedingungen der 
Succinatproduktion in SPM wurden aber bisher keine Untersuchungen zu den Aktivitäten 
dieser beider Enzyme durchgeführt, sollten aber für die Aufklärung der gesteigerten Malat- 
und Fumaratbildung in Folgeversuchen nachgeholt werden. 
In Kombination mit der SDH-Hemmung durch Carboxin war der Effekt auf die gebildeten 
Succinatgehalte deutlich ausgeprägter (siehe Tab. 3.4, Abb. 3.10). Auch hier waren die 
Produktivitäten im Vergleich zum Wildtyp signifikant erhöht. Es wurde gezeigt, dass die 
bei Zugabe von Carboxin eintretende Reduktion der PYC-Aktivität auf 32 – 55 % der 
Aktivität ohne Carboxin, deutlich schwächer als bei H222 war, in dem die PYC-Aktivität 
auf 12 – 32 % reduziert war (siehe Tabellen 3.6 und 3.7). Somit war die PYC-Aktivität bei 
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Zugabe von Carboxin 7 – 8mal höher als die des Wildtyps (ohne Carboxin nur 3fach 
erhöht) (Abb. 4.2). Gleichzeitig wurde nach Zugabe von Carboxin wie beim Wildtyp eine 
Reduktion der SDH-Aktivitäten beobachtet (Tab. 3.6, Tab. 3.7, Abb. 4.2). Durch die im 
Vergleich zum Wildtyp deutlich gesteigerte PYC-Aktivität kam es vermutlich zu einem 
noch größeren Eintrag von Oxalacetat in den TCC, was schließlich zu einer erhöhten 
Produktion von Succinat im Vergleich zu H222 führte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.2: Spezifische Aktivitäten der SDH und PYC der Y. lipolytica Stämme H222 (Wildtyp) und 
H222-AK1 (mcPYC1). Die Stämme wurden in SPM ohne oder mit Carboxin (Zugabe nach 72h) 
kultiviert. Die hier dargestellten Aktivitäten wurden in zwei Versuchswiederholungen nach ca. 214 h 
der Kultivierung detektiert.  
 
Für diese Theorie sprechen auch die im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesenen 
gesteigerten AKG-Gehalte (Tab. 3.5). Außerdem wurde wie bei H222-AZ2 eine 
Reduktion der Malat- und Fumaratgehalte beobachtet, die vermutlich durch die 
Herabsetzung der SDH-Aktivität und den daraus resultierenden reduzierten Fluss von 
Succinat zu Fumarat verursacht wurde. Auch in E. coli und C. glutamicum wurde gezeigt, 
dass eine Überexpression bzw. Einführung eines PYC kodierenden Gens zu einer 
Steigerung der Succinatproduktion führen kann (Gokarn et al. 1998; Vemuri et al. 2002b; 
Inui et al. 2004; Lin et al. 2004; Okino et al. 2008). Da E. coli selbst keine PYC besitzt, 
wurde z. B. in den Arbeiten von Gokarn et al. (1998) und Vemuri et al. (2002) ein PYC 
Gen aus Rhizobium etli und in Lin et al. (2004) ein PYC Gen aus Lactococcus lactis mittels 
Plasmid eingeführt. Die Expression des Pyruvatcarboxylase kodierenden Gens resultierte 
in allen Arbeiten in einer Erhöhung der Succinatproduktion um ca. 50 % im Vergleich zum 
Ausgangsstamm. In C. glutamicum wurde das eigene PYC kodierende Gen überexprimiert 
(Inui et al. 2004). In Kombination mit der Deletion des Lactatdehydrogenase kodierenden 
Gens LDHA führte die Überexpression von PYC ebenfalls zu einer Steigerung der 
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Succinatbildung um 50 %. Die Effekte auf die Bildung der weiteren TCC Metabolite 
Malat, Fumarat und AKG wurden nicht untersucht bzw. nicht beschrieben.  
Im Folgenden wurde der Y. lipolytica Stamm H222-AZ8 konstruiert, in dem die positiven 
Effekte auf die Succinatproduktion aus PYC1-Überexpression und SDH2-
Promotoraustausch kombiniert werden sollten. Dazu wurde der Stamm H222-AZ2, dessen 
nativer SDH2-Promotor durch den POT1-Promotor ersetzt wurde, als Ausgangsstamm 
ausgewählt. In einen uracilauxotrophen Abkömmling dieses Stamms wurde ein 
integratives multicopy Plasmid mit PYC1 transformiert. Die erhaltenen Transformanden 
wurden hinsichtlich der Integration und einer gesteigerten spezifischen PYC-Aktivität 
durch den Gen-Dosis-Effekt der PYC1-Überexpression überprüft. Anschließend wurden 
drei ausgewählte Transformanden hinsichtlich der Säureproduktion untersucht. Es wurde 
gezeigt, dass die Kombination aus SDH2-Promotoraustausch und PYC1-Überexpression zu 
einer weiteren Steigerung der Succinatproduktion im Vergleich zu den jeweils einzelnen 
Veränderungen führte (Abb. 3.19, Tab. 3.10, Tab. 4.2). Im Vergleich zum Wildtypstamm 
H222 waren die detektierten maximalen Succinatmengen bis zu 34fach gesteigert, die 
volumenspezifischen Produktivitäten bis zu 36mal höher, die biomassespezifischen 
Produktbildungsraten sogar um das 45fache erhöht. Diese Steigerung hatte auch eine 
weitere, aber nur minimale Steigerung der Selektivität für Succinat im Vergleich zu H222-
AZ2 zur Folge (Abb. 3.20, Tab. 4.2). Die mit den H222-AZ8 Transformanden erzielten 
Produktmengen von durchschnittlich 41,5 bis 43,9 g L-1 Succinat sind auf einem Level mit 
den durch Yuzbashev et al. (2010) beschriebenenen Succinatgehalten von 45,5 g L-1. 
Allerdings ist ein direkter Vergleich aufgrund unterschiedlicher Kultivierungsbedingungen 
(Medium, pH-Regulierung, Kultivierungsgefäße) nicht gegeben. Erste Versuche mit H222-
AZ2 zeigten, dass eine Kultivierung in dem von Yuzbashev et al. (2010) genutzten 
Vollmedium in einer Bildung von höheren Succinatmengen als in SPM resultierte 
(persönliche Mitteilung). Um zu prüfen, ob dies auch auf H222-AZ8 zutrifft und um die 
Produktionseigenschaften der hier vorgestellten und der in Yuzbashev et al. (2010) 
beschriebenen Stämmen zu vergleichen, sollten weitere Kultivierungsversuche mit allen 
drei Transformanden von H222-AZ8 in diesem Vollmedium durchgeführt werden.  
Mit S. cerevisiae Stämmen konnten trotz zahlreicher gentechnischer Veränderungen nur 
maximal 6,3 g L-1 Succinat produziert werden (Verwaal et al. 2011b). Diese 
Produktkonzentrationen sind nicht wesentlich höher als die durch Y. lipolytica 
Wildtypstämme gebildeten Succinatmengen und nicht annähernd so hoch wie die durch 
gentechnisch veränderte Y. lipolytica Stämme erreichten Succinatgehalte. Diese prägnanten 
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Unterschiede in den Produktmengen zwischen Y. lipolytica und S. cerevisiae Stämmen 
demonstrieren das große Potenzial der Hefe Y. lipolytica als Succinatproduzent gegenüber 
der konventionellen Hefe S. cerevisiae.  
Bei Vergleich der in dieser Arbeit ermittelten Succinatproduktionswerte der Stämme mit 
erhöhter PYC-Aktivität und/oder Reduktion der SDH-Aktivität wird klar, dass die 
Reduktion der SDH-Aktivität den größten Anteil an der Steigerung der Succinatproduktion 
hatte (Tab. 4.2).     
 
Tabelle 4.2: Maximale Produktmengen (SAmax), durchschnittliche Produktivitäten (Q), spezifische Produkt-
bildungsraten (q) und Selektivitäten für die Succinatbildung der Stämme Y. lipolytica H222, H222 
mit Carboxin, H222-AK1 (mcPYC1), H222-AZ1 (pICL1-SDH2), H222-AZ2 (pPOT1-SDH2) und 
H222-AZ8 T3 bis T5 (pPOT1-SDH2 mcPYC1) bei Kultivierung in SPM. Ausgangsstamm für die 
Konstruktion von H222-AZ8 war der Stamm H222-AZ2.  
 
Stamm  
SAmax 
 
[g L-1] 
Q 
 
[mg L-1 h-1] 
q 
 
[µg OD-1 h-1] 
Selektivität 
 
[%] 
H222  2,0 ± 0,7 4,3 ± 0,8 0,2 ± 0,1 19,2 
H222 + Carboxin  31,6 ± 5,4 65,5 ± 7,6 4,3 ± 1,7 78,7 
H222-AK1  4,1 ± 0,1 20,1 ± 5,9 0,6 ± 0,1 19,0 
H222-AZ1  15,3 ± 0,5 48,6 ± 1,8 4,1 ± 0,5  67,4 
H222-AZ2  30,0 ± 3,7 83,6 ± 3,4 4,5 ± 0,3 89,3 
H222-AZ8 T3  41,5 ± 10,0 126,5 ± 19,1 6,4 ± 0,9 90,7 
H222-AZ8 T4  43,9 ± 7,9 129,4 ± 13,0 8,2 ± 1,5 91,0 
H222-AZ8 T5  41,5 ± 1,4 148,3 ± 37,6 8,9 ± 2,6 89,6 
 
Die Überexpression des PYC kodierenden Gens hatte sowohl in H222-AZ8 als auch in 
H222-AK1 nicht nur eine weitere Steigerung der Succinatproduktion, sondern auch wie bei 
der alleinigen Überexpression in H222-AK1 eine Erhöhung der Produktion der 
Nebenprodukte Malat, Fumarat und AKG im Vergleich zum Ausgangsstamm zur Folge. 
Allerdings war die Steigerung weniger drastisch als bei H222-AK1 (Tab. 3.5, Tab. 3.9, 
Tab. 3.10, Abb. 4.3).  
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Abbildung 4.3: Maximale Gehalte an Succinat, Malat, AKG und Fumarat produziert durch die Y. lipolytica 
Stämme H222 (Wildtyp), H222-AK1 (mcPYC1), H222-AZ2 (pPOT1-SDH2) und H222-AZ8 T5 
(pPOT1-SDH2 mcPYC1).  
 
Mit Hilfe der bisherigen Erkenntnisse wurde das in Abbildung 4.4 dargestellte Modell 
zum Einfluss der SDH-Hemmung und PYC1-Überexpression auf die Succinatproduktion 
erstellt. Es wurde gezeigt, dass die alleinige Überexpression des PYC kodierenden Gens 
PYC1 auch unter Produktionsbedingungen in einer gesteigerten Aktivität der PYC 
resultierte (H222-AK1, Tab. 3.7). Die PYC katalysiert die anaplerotische Reaktion von 
Pyruvat zu Oxalacetat. Durch die erhöhte Aktivität wird so vermutlich mehr Oxalacetat 
produziert, das wiederum durch die Citratsynthase in Citrat umgewandelt werden kann. So 
wird vermutlich der Fluss durch den Tricarbonsäurezyklus erhöht. Dafür spricht auch die 
erhöhte Akkumulation von AKG und Succinat in H222-AK1. Zudem wurde in dieser 
Arbeit und in der von A. Kretzschmar gezeigt, dass die Aktivität der SDH im Vergleich 
zum Wildtypsstamm H222 nicht verändert war. Daher wird vermutet, dass die 
nachgewiesenen erhöhten Mengen an Fumarat und Malat direkt mittels 
Malatdehydrogenase und Fumarase aus Oxalacetat gebildet werden. In Kretzschmar (2010) 
wurde zudem gezeigt, dass die ICL-Aktivität in H222-AK1 unter diesen Bedingungen 
nicht erhöht war. Daher wird vermutet, dass der Glyoxylatzyklus unter diesen 
Bedingungen nicht an der Produktion von Succinat beteiligt ist.  
Der Austausch des nativen Promotors des Gens SDH2, das für die Eisenschwefel-
Untereinheit der SDH kodiert, gegen den schwachen Promotor des 3-Oxo-Acyl-Thiolase 
kodierenden Gens POT1 resultierte in einer reduzierten SDH-Aktivität und führte dadurch 
zu einer gesteigerten Succinatproduktion (H222-AZ2, Abb. 4.4).  
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Abbildung 4.4: Theoretisches Modell zum Einfluss einer erhöhten PYC- und reduzierten SDH-Aktivität auf 
die Produktion der organischen Säuren im Tricarbonsäurezyklus in der Hefe Y. lipolytica. 
Verwendet wurden die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zur Produktion von Succinat, Malat, 
Fumarat und AKG mit den Stämmen H222-AK1 (mcPYC), H222-AZ2 (pPOT1-SDH2) und H222-
AZ8 (mcPYC pPOT1-SDH2). 1 – Pyruvatdehydrogenase, 2 – Citratsynthase, 3 – Aconitase, 4 – 
Isocitratdehydrogenase, 5 – KGDH, 6 – Succinyl-CoA-Synthetase, 7 – SDH, 8 – Fumarase, 9 – 
Malatdehydrogenase, 10 – PYC, 11- ICL, 12 – Malatsynthase. Rote Pfeile – gesteigerte 
Produktmenge, Grüne Pfeile – reduzierte Produktmenge.     
 
 
Außerdem wurde gezeigt, dass die produzierten Mengen an Malat und Fumarat reduziert 
waren. Diese Reduktion wurde vermutlich durch den herabgesetzten Fluss aufgrund der 
reduzierten SDH-Aktivität hervorgerufen, da so weniger Succinat in Fumarat umgewandelt 
wurde. Für H222-AZ2 liegen derzeit keine Daten zu weiteren Enzymaktivitäten oder den 
Oxalacetatgehalten vor. So können momentan keine Aussagen darüber getroffen werden, 
wie der vermutlich durch die Reduktion der Malat- und Fumaratmengen entstehende 
Mangel an Oxalacetat im TCC kompensiert wird. Möglicherweise spielen dabei die 
anaplerotischen Reaktionen der PYC oder die Aktivität der L-Aspartat-Aminotransferase 
eine Rolle (Abb. 4.5). In Y. lipolytica sind kodierende Gene für die L-Aspartat-
Aminotransferase (YALI0B02178g und YALI0F29337g) vorhanden (laut Génolevures-
Datenbank, Stand Juni 2011). Weiterhin kann nur vermutet werden, dass die Erhöhung der 
AKG-Gehalte im Vergleich zum Wildtypstamm H222 aufgrund eines metabolischen 
Rückstaus durch die Akkumulation von Succinat auftrat. Möglicherweise würde die 
Determination der Aktivitäten der Isocitratdehydrogenasen und der KGDH unter 
Produktionsbedinungen zur Aufklärung der AKG-Akkumulation beitragen. 
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Abbildung 4.5: Bildungswege für Oxalacetat. Dargestellt ist der Tricarbonsäurezyklus (TCC), die Reaktion 
von Pyruvat zu Oxalacetat katalysiert durch die PYC (1) und die Umwandlung von Oxalacetat zu L-
Aspartat mittels L-Aspartat-Aminotransferase (2). 
 
Eine Akkumulation von Succinat und AKG sowie eine Reduktion der Malat- und 
Fumaratmengen wurde ebenfalls im Stamm H222-AZ8 beobachtet, wobei im Vergleich zu 
H222-AZ2 mehr Succinat, Fumarat und Malat produziert und sekretiert wurden (Tab. 
3.11, Abb. 4.4). Daher wird vermutet, dass die erhöhte PYC-Aktivität, die bisher nur unter 
Wachstumsbedingungen in Minimalmedium (siehe Abb. 3.18) bestimmt wurde, wie bei 
H222-AK1 aufgrund ihrer anaplerotischen Funktion zu einer Steigerung des 
Oxalacetatpools führte. Ebenfalls wie bei H222-AK1 könnte so die Steigerung der 
Succinatbildung erklärt werden. Außerdem könnte durch ein vergrößertes 
Oxalacetatangebot vermutlich mehr Malat und Fumarat direkt aus Oxalacetat gebildet 
werden und so die reduzierte Bildung dieser beiden Säuren aus Succinat bis zu einem 
gewissen Grad kompensiert werden. Die gesteigerten AKG-Gehalte, die durch H222-AZ8 
gebildet wurden, sind dagegen nicht wesentlich höher als die durch H222-AZ2 Gebildeten. 
Es wurde jedoch erwartet, dass durch die Überexpression von PYC1 wie in H222-AK1 
auch in H222-AZ8 eine Steigerung der AKG-Bildung im Vergleich zum Ausgangsstamm 
H222-AZ2 erfolgen müsste. Vermutlich wird das gebildete AKG im erhöhten Maße zu 
Succinyl-CoA und dann zu Succinat umgewandelt, wodurch die im Vergleich zu H222-
AZ2 gesteigerten Succinatgehalte zu erklären wären. Möglicherweise wird das erhöhte 
AKG-Angebot in H222-AZ8 aber auch durch eine gesteigerte Glutamatsynthese reguliert 
(Abb. 4.6). Im Genom von Y. lipolytica wurden die entsprechenden Gene für 
Glutamatdehydrogenasen (YALI0E09603g oder YALI0F17820g), Glutamatsynthase 
(YALI0B19998g) und Glutaminsynthetase (YALI0B13024g) annotiert (Génolevures-
Datenbank, Stand Juni 2011). Eine Bestimmung der Aktivitäten der KGDH sowie von 
Glutamindehydrogenasen und Glutamatsynthase während der Produktion von Succinat 
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durch H222-AZ2 und H222-AZ8 würde möglicherweise Aufschluss über den AKG-
Stoffwechsel unter diesen Bedinungen geben.      
 
Abbildung 4.6: Metabolische Wege zum Abbau von α-Ketoglutarat. α-Ketoglutarat wird im 
Tricarbonsäurezyklus (TCC) mittels KGDH zu Succinyl-CoA umgewandelt (1), kann aber auch 
katalysiert durch Glutamatdehydrogenasen (2) oder Glutamatsynthase (3) in die L-Glutamatsynthese 
eingehen. Die Glutaminsynthetase katalysiert die Bildung von L-Glutamin aus L-Glutamat (4).  
 
Für erste Anhaltspunkte zur Aufklärung der in dieser Arbeit beobachteten Befunde bzgl. 
der Succinatproduktion nach Einführung verschiedener gentechnischer Veränderungen ist 
das in Abbildung 4.4 dargestellte Modell ausreichend. Um dieses Modell zum Einfluss der 
SDH-Hemmung und PYC1-Überexpression auf die Succinatproduktion jedoch zu 
bestätigen, bedarf es weiterer Untersuchungen, insbesondere verschiedener 
Enzymaktivitäten, unter Succinatproduktionsbedingungen.  
 
4.4 Ausblick 
Im Rahmen dieser Arbeit und in der Arbeit von A. Kretzschmar (2010) wurden 
umfangreiche Untersuchungen zur Succinatproduktion durch Y. lipolytica durchgeführt. Es 
wurden gentechnisch veränderte Stämme dieser Hefe konstruiert, um eine Steigerung der 
Succinatbildung zu erreichen. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist eine Reduktion der 
SDH-Aktivität dafür ausschlaggebend. Eine simultane Überexpression des PYC 
kodierenden Gens PYC1 und eine damit einhergehende Erhöhung der PYC-Aktivität 
resultierte in einer weiteren Steigerung der maximalen Succinatgehalte und der 
durchschnittlichen Produktivitäten für die Succinatbildung. Obwohl in dieser Arbeit 
letztlich eine 34fache Steigerung der Succinatproduktion erreicht wurde, sollten weitere 
Optimierungsmöglichkeiten in Betracht gezogen werden, auf die im Folgenden kurz 
eingegangen wird.  
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4.4.1 Optimierung der Kultivierungsbedingungen 
In der gesamten Arbeit wurde auf die Ermittlung von maximalen Produktivitäten bzw. 
Produktbildungsraten verzichtet, da die Untersuchungen in einem nicht optimierten 
Kultivierungsmedium durchgeführt wurden. Dieses hier als Succinatproduktionsmedium 
bezeichnete Kultivierungsmedium modifiziert nach Tabuchi et al. (1981) ermöglichte 
dennoch eine Untersuchung der Succinatproduktion mit Y. lipolytica und eine Aussage 
über die Auswirkungen der eingeführten gentechnischen Veränderungen auf die 
Succinatbildung. Für eine großtechnische Anwendung ist dieses Medium aber aufgrund 
der Komponente Hefeextrakt nicht geeignet. Hefeextrakte werden durch Autolyse von 
Hefezellen hergestellt und ihre Zusammensetzung bzw. die Konzentration einzelner 
Inhaltsstoffe (Purine, Aminosäuren, Stickstoff usw.) kann von Hefeextrakt zu Hefeextrakt 
je nach Herstellung und Charge variieren (Baltes 1970; Ruther und Baltes 1994; Kirk-
Othmer 2008). Besonders die Konzentration von Thiamin muss definiert sein, da ein 
Mangel an Thiamin zur Überproduktion von AKG und Pyruvat führt (Barth und Gaillardin 
1996; Otto 2011; Yovkova 2011). Um den Einsatz von Hefeextrakt zu vermeiden, sollte 
daher die Verwendung eines synthetischen Mediums mit geeigneten Konzentrationen von 
Spurenelementen und Thiamin angestrebt werden. Anders als bei der AKG- 
(Thiaminlimitation) und Citratproduktion (N-Limitation) ist für die Succinatproduktion in 
Y. lipolytica bisher nicht bekannt, ob bestimmte Kultivierungsbedingungen oder 
Komponenten des Mediums eine Steigerung der Succinatproduktion positiv beeinflussen 
können. Weiterhin wurden bisher keine Untersuchungen zur Optimierung eines 
Succinatproduktionsmediums veröffentlicht. Daher ist für zukünftige Arbeiten eine 
umfangreiche Testung verschiedener Zusammensetzungen des Kultivierungsmediums 
notwendig, um ein verbessertes Medium zur Succinatproduktion zu entwickeln.  
Die hier konstruierten Stämme, die eine deutlich gesteigerte Succinatproduktion zeigten, 
wurden in dieser Arbeit bisher nur im Schüttelkolbenmaßstab kultiviert. Unter diesen 
Bedingungen können verschiedene Parameter, wie z. B. pH-Wert oder Sauerstoffgehalt, 
nicht dauerhaft konstant gehalten werden. Nach Optimierung des Produktionsmediums 
sollten deshalb Bioreaktorversuche mit H222-AZ8 durchgeführt werden. Im 
Bioreaktormaßstab sollte weiterhin eine Optimierung der Kultivierungsbedingungen (pH, 
pO2, Temperatur) erfolgen, um optimale Bedingungen für die Succinatproduktion zu 
ermitteln. Des Weiteren sollten mit dem Stamm H222-AZ8, der bisher nur mit Glycerol 
kultiviert wurde, weitere C-Quellen zur Succinatproduktion getestet werden. 
Möglicherweise kann so mit optimierten Kultivierungsmedium und -bedingungen eine 
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Verkürzung der Kultivierungsdauer und weitere Steigerung der Succinatausbeute mit dem 
Y. lipolytica Stamm H222-AZ8 erreicht werden.  
4.4.2 Weitere gentechnische Veränderungen 
Die Kombination aus Überexpression des PYC kodierenden Gens PYC1 mit dem 
Promotoraustausch des nativen SDH2-Promotors gegen den POT1-Promotor im Y. 
lipolytica Stamm H222-AZ8 führte zu einer drastischen Erhöhung der Succinatproduktion. 
Obwohl schon mit diesen gentechnischen Veränderungen gute Ergebnisse erzielt wurden, 
sollten weitere Manipulationen ausgehend von H222-AZ8 in Betracht gezogen werden. 
Dabei sollten eine weitere Steigerung der Succinatproduktion und eine Reduktion der 
Produktion der Nebenprodukte als Ziele angestrebt werden. 
Zum einen sollten weitere Arbeiten zur Aktivierung des Glyoxylatzyklus angestrebt 
werden. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine Überexpression von ICL1 bei 
Kultivierung mit Glycerol als C-Quelle nicht in einer Steigerung der Succinatproduktion 
resultierte. Die Ursachen dieser Beobachtung konnten mit den bisherigen Untersuchungen 
nicht aufgeklärt werden. Laut Juretzek et al. (2000) wird pICL1 durch Glucose und 
Glycerol als C-Quellen nur schwach exprimiert. Aufgrund dessen ist die 
Isocitratlyaseaktivität, trotz 8 - 11facher Steigerung im Vergleich zum Wildtyp, 
möglicherweise immer noch zu gering, um einen Effekt auf die Succinatproduktion mit 
Glycerol als C-Quelle zu bewirken. Ein Austausch des nativen ICL1-Promotors gegen 
einen nicht-reprimierten Promotor könnte daher in einer verstärkten Expression resultieren 
und damit in einer möglicherweise erhöhten Aktivität der ICL, was wiederum zu einer 
gesteigerten Verstoffwechselung von Isocitrat zu Succinat und Glyoxylat führen könnte. 
Als konstitutive und starke Promotoren in Y. lipolytica wurden die Promotoren der Gene 
TEF und RPS7 beschrieben (Müller et al. 1998; Madzak et al. 2004). Beide Gene kodieren 
für Proteine, die essenziell an der Translation beteiligt sind, und werden daher in einem 
hohen Level auch mit Glucose und Glycerol exprimiert (Müller et al. 1998). TEF kodiert 
für den Translationselongationsfaktor-1α, der 3 – 10 % der löslichen Proteine in der Zelle 
ausmacht, und RPS7 für das Ribosomale Protein 7 (0,1 – 0,5 %). Der RPS7-Promotor 
zeigte mit Glucose und Glycerol ein zum ICL1-Promotor (mit Ethanol) vergleichbares 
Expressionslevel, der TEF-Promotor wurde deutlich stärker exprimiert (Cho et al. 2010). 
Würde nun ICL1 unter Kontrolle eines dieser Promotoren stehen, wäre eine starke 
Expression auch mit Glycerol gegeben, was möglicherweise Auswirkungen auf die ICL-
Aktivität und die Succinatproduktion hätte. Erste Hinweise auf den Einfluss einer starken 
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ICL1-Expression könnten Kultivierungsversuche mit H222-AZ8 mit pICL1-induzierenden 
C-Quellen, wie z. B. Ethanol, Acetat oder Ölsäure, geben. Eine Erhöhung der ICL1-
Expression und die vermutlich daraus resultierende Steigerung der ICL-Aktivität könnten 
sich aber nicht nur positiv auf die Succinatproduktion auswirken. Die „Umleitung“ von 
Isocitrat zu Succinat durch den Glyoxylatzyklus könnte außerdem in einer reduzierten 
Bildung von AKG resultieren, welches das Nebenprodukt mit dem größten Anteil am 
Gesamtsäureprodukt bei H222-AZ8, aber auch H222-AZ2 darstellte. Weiterhin wird im 
Glyoxylatzyklus aus Isocitrat neben Succinat auch Glyoxylat gebildet. Glyoxylat ist 
hochreaktiv und wirkt in biologischen Systemen toxisch (Behnam et al. 2006). Daher sollte 
die Funktion der Malatsynthase, die die Kondensation von Glyoxylat mit Acetyl-CoA zu 
Malat katalysiert, nicht außer Acht gelassen werden. Eventuell ist es nötig, das 
Malatsynthase kodierende Gen MLS1 (YALI0D19140g) ebenfalls unter Kontrolle des 
TEF- bzw. RPS7-Promotors zu stellen. Auch bei der gentechnischen Optimierung von 
Bakterienstämmen wurde gezeigt, dass eine Aktivierung des Glyoxylatzyklus durch 
Disruption des Glyoxylatoperon aceBAK Repressorgens iclR in E. coli zu einer fünffachen 
Steigerung der Succinatproduktion bei Kultivierung mit Glucose führte (Lin et al. 2005c). 
Allerdings konnte diese Steigerung nur bei Stämmen mit Deletion des Gens der 
Isocitratdehydrogenase beobachtet werden (Lin et al. 2005c; Sanchez et al. 2005b). Daher 
wurde angenommen, dass der Glyoxylatzyklus in E. coli aufgrund der durch Deletion der 
relevanten Gene verursachten Inaktivierung der Ethanol-, Lactat- und Acetatbildung, die in 
Y. lipoyltica bisher nicht bekannt sind, scheinbar schon aktiviert ist (Sanchez et al. 2005b).  
Zum anderen sollten die Transportmechanismen der organischen Säuren zwischen den 
Zellorganellen und aus der Zelle heraus näher betrachtet werden. Für K. lactis und 
Schizosaccharomyces (S.) pombe wurden bereits Dicarboxylatpermeasen beschrieben, die 
den Transport von Succinat/Malat/Fumarat (KlJen2p) bzw. Succinat/Malat/Malonat 
(SpMae1p) vermitteln (Grobler et al. 1995; Lodi et al. 2007; Queiros et al. 2007; Casal et 
al. 2008). In weiterführenden Untersuchungen von Lodi et al. (2007) wurden 35 Proteine, 
die durch putative Orthologe der K. lactis Gene KlJEN1 und KlJEN2 kodiert wurden, in 17 
verschiedenen Pilzarten (13 Hemiascomyceten, 7 Euascomyceten) hinsichtlich der 
phylogenetischen, Sequenz- und Syntenieunterschiede bzw. -übereinstimmungen 
analysiert. In den untersuchten Hefespezies variierte die Anzahl an JEN-Orthologen von 
einem (z. B. S. cerevisiae) bis zu 6 orthologen Genen in Y. lipolytica (Lodi et al. 2007; 
Casal et al. 2008). Diese hohe Anzahl an Genen für putative Carboxylattransporter spiegelt 
das große Potenzial der Hefe Y. lipolytica für die Produktion von organischen Säuren, wie 
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z. B. Succinat, Malat oder Fumarat, wider. Auch in einem Screening der Genome von 13 
Hemiascomyceten, bei dem 36 neue phylogenetische Cluster von putativen Transportern 
identifiziert wurden, wurde Y. lipolytica als Organismus mit der im Vergleich zu den 
weiteren getesteten Hefeorganismen größten Anzahl an putativen Transportern 
charakterisiert (De Hertogh et al. 2003). Erste Untersuchungen zur Charakterisierung der 
durch JEN-Orthologe kodierten Proteine in Y. lipolytica wurden bereits am Institut für 
Mikrobiologie der TU Dresden durchgeführt. Diese Untersuchungen lieferten erste 
Hinweise auf eine mit KlJen2p vergleichbare Funktionsweise dieser JEN-Genprodukte als 
Dicarboxylat-Importer mit mehreren spezifischen Substraten (beschrieben in Otto (2011)). 
Ausgehend von den Untersuchungen von De Hertogh et al. (2003) und der Fähigkeit der 
Hefe Y. lipolytica zur Sekretion großer Mengen an organischen Säuren wird jedoch 
vermutet, dass es weit mehr Transporter für Dicarbonsäuren gibt, unter denen 
wahrscheinlich auch Dicarboxylat-Exporter zu finden sind. Bisherige Beobachtungen zum 
Export von Dicarbonsäuren waren nur für Mae1p aus S. pombe möglich, dessen heterologe 
Überexpression in S. cerevisiae in einer Steigerung der Malatproduktion resultierte. Mae1p 
aus S. pombe scheint außerdem auch den Succinattransport in S. cerevisiae vermitteln 
(Zelle et al. 2008).  
Da es bisher keine Hinweise auf Dicarboxylattransporter gibt, die spezifisch für Succinat 
als alleiniges Substrat sind, sind weitere Untersuchungen zur Identifikation von 
Transportern und deren Charakterisierung, besonders hinsichtlich ihres Substratspektrums, 
von großer Bedeutung für die biotechnologische Produktion von organischen Säuren, 
insbesondere Succinat.  
Abgesehen vom Transport der Dicarbonsäuren aus der Zelle ins Medium ist auch der 
Transport der Dicarbonsäuren innerhalb der Zelle von Bedeutung. Analog zu S. cerevisiae 
wurde bereits ein Dicarboxylatcarrier (DIC1) in Y. lipolytica identifiziert 
(YALI0B03344p), der die Aufnahme von Succinat aus dem Cytosol in die Mitochondrien 
vermittelt (Luevano-Martinez et al. 2010). In diesen Untersuchungen wurde außerdem die 
Existenz eines mitochondrialen Oxalacetatcarriers vergleichbar mit dem Oxalacetatcarrier 
(OAC) in S. cerevisiae nachgewiesen (Luevano-Martinez et al. 2010). In S. cerevisiae 
wurde neben OAC und DIC1, durch den Malat und Succinat im Austausch mit Phosphat in 
die Mitochondrien transportiert werden, ein Succinat-Fumarat-Carrier (SFC1) beschrieben, 
dessen Funktion der Transport von Succinat in die Mitochondrien im Austausch mit 
Fumarat darstellt (Palmieri et al. 1997; Palmieri et al. 2000a; Palmieri et al. 2000b). Ein 
Gen für diesen mitochondrialen Transporter (YALI0E34672g) konnte bereits in 
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Zusammenhang mit Untersuchungen zur Verwertung von hydrophoben Substraten in 
Y. lipolytica nachgewiesen werden (Thevenieau et al. 2007). Weitere Untersuchungen der 
Transportmechanismen von Succinat und anderen organischen Säuren sind von größter 
Bedeutung für die biotechnologische Produktion von organischen Säuren mit der Hefe 
Y. lipolytica. Die Kenntnis der Sequenzen und Funktionen einzelner Transporter bzw. der 
spezifischen Transportmechanismen in Y. lipolytica könnte weitere Manipulationen zur 
Steigerung der Produktion von Succinat und auch anderer organischer Säuren ermöglichen.  
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6 Anhang 
 
Abbildung 6.1: Integratives multicopy Plasmid 
p64PT (Gerber, 1999). p64PT enthält neben einer 
rDNA-Region als Integrationstargetsequenz das 
im Promotor verkürzte URA3-Allel ura3d4 als 
multicopy Marker. Weiterhin sind der ICL1-
Promotor pICL1D, das ICL1-Intron ICL1i und der 
Terminator ICLt enthalten sowie das 
Ampicillinresistenzgen zur Selektion in E. coli.  
 
Abbildung 6.2: Integratives multicopy Plasmid 
p64T. p64T wurde Entfernung des 2 kb-ApaI-
Fragments aus p64PT erhalten.  
 
 
 
 
Abbildung 6.3: Integratives multicopy Plasmid 
p64KGD1 für die Überexpression von KGD1. 
Das KGD1-ORF-, KGD1-Promotor-, und KGD1-
Terminator-enthaltene PCR-Produkt wurde in die 
BglII-Stelle in p64T integriert.  
 
 
 
Abbildung 6.4: Integratives multicopy Plasmid 
p64KGD2 für die Überexpression von KGD2. 
Das KGD2-ORF-, KGD2-Promotor-, und KGD2-
Terminator-enthaltene PCR-Produkt wurde in die 
BglII-Stelle in p64T integriert. 
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p64LPD1
10014 bps
SacII
NdeI
MluI
rDNA
ura3d4
''ICL1t
LPD1
Intron
ICL1t' ICL1i
'pICL1D
ampR
 
 
Abbildung 6.5: Integratives multicopy Plasmid 
p64LPD1 für die Überexpression von LPD1. Das 
LPD1-ORF-, LPD1-Promotor-, und LPD1-
Terminator-enthaltene PCR-Produkt wurde in die 
MluI- und NdeI-Stellen in p64T integriert. 
 
 
 
 
Abbildung 6.6: Klonierungsvektor pUCBM21 
für E. coli mit Multiple Cloning Site und 
Ampicillinresistenzgen ampR. Das Plasmid wurde 
von der Firma Roche Molecular Biochemicals, 
Mannheim, bezogen.  
 
 
 
Abbildung 6.7: Plasmid JMP113 mit loxP-
URA3-loxR-Kassette. Das Plasmid wurde für die 
Konstruktion von Disruptionskassetten für eine 
schnelle Gendisruption und Markerrescue in der 
Hefe Y. lipolytica entwickelt (Fickers et al. 2003). 
 
 
 
Abbildung 6.8: Plasmid pSpIvS-Ura mit der 
Expressionskassette zum Austausch des nativen 
SDH2-Promotors gegen pICL1. Weiterhin ist das 
mit lox-Sites flankierte Markergen URA3 aus 
JMP113 als Selektionsmarker enthalten.  
 
JMP113
4246 bp
XbaI
KpnI
loxP
URA3
loxR
ampR
pUCBM21
2725 bp
HindIII
XbaI
KpnI
BamHI
EcoRI
ampR
pSpIvS-Ura
8196 bp
HindIII
NcoI NcoI
XbaI
BamHI
EcoRI
EcoRI
KpnI
HindIII
BamHI
NcoI
NcoI
MluI
MluI
EcoRI
'pSDH2'
loxR
URA3
loxP
pICL1D
ICL1i
SDH2
ampR
KspAI
Anhang 
142 
 
 
Abbildung 6.9: Plasmid pSpPS-Ura mit der 
Expressionskassette zum Austausch des nativen 
SDH2-Promotors gegen pPOT1. Weiterhin ist das 
mit lox-Sites flankierte Markergen URA3 aus 
JMP113 als Selektionsmarker enthalten.  
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